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1 Scopo del lavoro 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di contribuire a sviluppare un nuovo sistema di 
“drug delivery” basato su nanotubi di carbonio e capace di trasportare in ambito cellulare 
farmaci diversi e proporsi come dispositivo per una terapia combinata di alcune neoplasie 
solide. In particolare il progetto di ricerca vuole portare alla sintesi di nanotubi di carbonio 
caricati con un farmaco citotossico ed un farmaco antimetabolico. Questo ha richiesto di 
riconsiderare l’approccio sintetico sino ad ora utilizzato e di analizzare la reattività dei 
nanotubi di carbonio nei confronti della metformina per riuscire ad ottenere derivati stabili, 
biologicamente attivi e totalmente caratterizzati. Quella che sarà la struttura finale del 
dispositivo nanotecnologico è riportata nella figura seguente. 
 
 
La struttura è costituita da nanotubi di carbonio ossidati funzionalizzati con una sonda 
fluorescente, un selettore per aumentare la selettività del trasporto, un farmaco citotossico 
(doxorubicina) che viene caricato sui nanotubi tramite interazioni idrofobiche e π-stacking 
ed, infine il farmaco antimetabolico (metformina) ancorato sfruttando la presenza dei gruppi 
carbossilici sui nanotubi ossidati. I vari gruppi verranno quindi inseriti sfruttando reazioni tra 
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loro ortogonali che consentono un buon controllo per quanto riguarda il grado di 
funzionalizzazione. 
Il lavoro descritto in questa tesi riguarderà essenzialmente le problematiche di ancoraggio 
della metformina ai nanotubi in assenza ed in presenza di sonde fluorescenti e selettori 
specifici per il metabolismo tumorale. Il materiale prodotto è stato caratterizzato dal punto 
di vista morfologico e di composizione ed è stato poi utilizzato in test biologici con la 
collaborazione del Dr. Paolo Paoli del Dipartimento di Scienze Biomediche dell’Università di 
Firenze. 
Parallelamente, allo scopo di ampliare le possibilità di utilizzo in campo biomedico dei 
dispositivi descritti, sono stati sintetizzati due nuovi potenziali selettori biologici mirati 
all’interazione con i trasportatori di membrana MCT-1. Per questa parte di lavoro non è 
ancora stato possibile svolgere studi sull’attività biologica. 
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2 Introduzione 
2.1 Struttura dei nanotubi di carbonio 
L’osservazione dei nanotubi di carbonio (CNT) è riportata, per la prima volta in uno studio 
del 1952 pubblicato sul Soviet Union’s Journal of Physical Chemistry1. Nell’articolo erano 
mostrate immagini di fibre grafitiche cave con un diametro di 50 nm. L’articolo però, 
pubblicato in lingua russa, non ebbe diffusione. La prima, e più dettagliata, osservazione dei 
nanotubi di carbonio viene quindi attribuita ad uno studio successivo del 19912 in cui viene 
riportata l’osservazione di tubi aghiformi di dimensioni nanometriche ottenuti attraverso 
una scarica ad arco tra due elettrodi di grafite. Successivamente, grazie alle migliorate 
tecniche di microscopia elettronica è stato evidenziato come queste strutture carboniose 
posseggano una forma tubolare e possano essere composte anche da più cilindri concentrici, 
da 2 a 50,  disposti attorno ad un asse centrale. Ogni cilindro è composto da una rete di 
strutture esagonli costituite da atomi di carbonio.  
I nanotubi di carbonio possono essere divisi in due categorie: 
 
 Nanotubi di carbonio a parete singola (SWCNT) 
 Nanotubi di carbonio a parete multipla (MWCNT) 
 
2.1.1 Nanotubi di carbonio a parete singola 
 
I SWCNT sono quindi costituiti da un solo foglio grafenico. Il loro diametro è compreso tra un 
minimo di 0,7 ed un massimo di 10 nm. Dato che i nanotubi a parete singola presentano un 
elevato “aspect ratio” (rapporto lunghezza/diametro, fino a 104) possono essere considerati 
delle strutture quasi monodimensionali. Se consideriamo i nanotubi come derivanti 
dall’arrolotolamento di un foglio di grafene, ne consegue che diversi modi di arrotolamento, 
che comunque devono rispondere a criteri strutturali precisi, danno luogo a differenti 
tipologie di nanotubi, in cui il reticolo esagonale degli atomi di carbonio è disposto in modo 
diverso. I parametri strutturali che descrivono le disposizioni del reticolo dei SWCNT, sono il 
10 
 
vettore chirale e l’angolo chirale. Da questi parametri dipendono alcune caratteristiche 
chimico fisiche dei nanotubi: la conducibilità elettrica e l’assorbimento di radiazioni 
elettromagnetiche. 
 
 
Figura 1: Ottenimento di nanotubi zig zag, armchair o chirali in base al vettore di arrotolamento 
 
A sua volta il vettore chirale è espresso dai due versori a1 e a2 del piano bidimensionale e dai 
due numeri interi n, m. Di conseguenza, esso definisce l’angolo di arrotolamento θ di ciascun 
nanotubo: 
 
Ch = na1 +ma2 
Per ogni coppia di numeri interi n, m si ottengono valori di Ch e angolo θ differenti, che 
descrivono tubi con configurazione e proprietà fisiche diverse. I casi limite possibili sono i 
seguenti: 
 
 SWNTs “armchair”: n = m ≠ 0 e θ = 30°  
 SWNTs “zig zag”: n ≠ 0 m = 0 e θ = 0°  
 SWNTs “chirali”: (n ≠ m) per cui 0 < θ < 30°  
 
 
2.1.2 Nanotubi di carbonio a parete multipla 
Sono costituiti da più fogli di grafene (da 2 fino a 100) arrotolati su loro stessi e distanziati tra 
loro di circa 3.4 - 3.6 Å. Presentano diametri via via crescenti e lunghezze fino ad alcuni µm. 
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Hanno un’area superficiale che varia tra i 10 e i 20 m2/g, superiore a quella della grafite, ma 
più piccola di quella del carbone poroso attivato. 
 
 
Figura 2: Struttura di nanotubi di carbonio a parete singola e parete multipla 
 
2.2 Tecniche di produzione dei nanotubi di carbonio 
Sono stati ideati e messi a punto numerosi metodi per la loro produzione su scala 
industriale. A seconda della metodologia adottata si riscontra che i CNT hanno 
caratteristiche differenti per grado di purezza, diametro e lunghezza. I processi più utilizzati 
vengono di seguito descritti. 
 
2.2.1 Scarica ad arco tra due elettrodi di grafite 
La scarica ad arco è il primo metodo utilizzato per la produzione di nanotubi3 e riscontra forti 
similitudini con il metodo utilizzato per la 
sintesi dei fullereni. La camera di 
reazione viene riempita con gas inerte e 
successivamente posta sotto vuoto 
controllato. Tra gli elettrodi di grafite 
viene applicato un potenziale di circa 20-
30 V ed avvicinando i due elettrodi si 
induce una scarica elettrica di 50-200 A Figura 3: produzione nanotubi di carbonio tramite arco 
elettrico 
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ottenendo una temperatura di circa 4000 °C. La grafite dà così origine ad un plasma caldo 
che origina poi le nanostrutture carbonio sulle pareti del reattore e sull’elettrodo stesso 
formando una sorta di ragnatela. 
 
2.2.2 L’ablazione laser di grafite 
L’ablazione laser è invece una tecnica che prevede la vaporizzazione di un bersaglio di grafite 
mediante raggio laser in una fornace posta ad alta temperatura. Con questa tecnica è 
possibile ottenere sia SWCNT che MWCNT a seconda delle condizioni utilizzate. Per produrre 
SWCNT sono necessari catalizzatori di Ni/Co all’interno del bersaglio grafitico. Si hanno 
altissime rese di processo intorno al 
90% e bassa presenza di difetti 
strutturali sulle pareti dei nanotubi 
 
 
 
2.2.3 Pirolisi di materiali idrocarburici o CVD (Chemical Vapour Deposition) 
La pirolisi di materiali idrocarburici o “Chemical Vapour Deposition” riguarda la 
decomposizione ad alte temperature di una miscela gassosa di idrocarburi (CH4, C2H2, CO) in 
atmosfera inerte di azoto od argon. Solitamente la decomposizione avviene su un supporto 
di allumina o silice contenente un catalizzatore (Fe, Co o Ni). Il vantaggio principale di questa 
tecnica è la possibilità di produrre quantità significative di nanotubi, questo è infatti l’unico 
metodo continuo o semicontinuo. È possibile variare i parametri di crescita, geometria, 
diametro e numero delle pareti variando semplicemente la temperatura di esercizio. 
Tuttavia rispetto alle tecniche precedentemente analizzate questo procedimento per i 
SWCNT risulta più costoso dell’arco elettrico e 
generalmente i MWCNT presentano più difetti 
strutturali. 
 
Figura 4: Produzione di CNT mediante ablazione laser 
Figura 5: Produzione nanotubi di carbonio 
mediante Chemical Vapour Deposition 
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2.3 Proprietà dei nanotubi di carbonio 
2.3.1 proprietà meccaniche  
Fin dall’inizio è stato chiaro come sia i SWCNT che i MWNT non fossero materiali 
strutturalmente perfetti ma come questi presentassero numerosi difetti nel reticolo di atomi 
di carbonio. La presenza di facce pentagonali od eptagonali a sostituzione di quelle 
esagonali, causano la formazione di curve e diramazioni nella struttura del materiale 
carbonioso. 
 
Figura 6: Tipologie di difetti strutturali sui nanotubi di carbonio 
 
Sappiamo che la resistenza meccanica di un manufatto è direttamente correlata alla forza 
dei legami del materiale ed all’assenza di difetti nel reticolo. Per rompere un provino 
completamente esente da irregolarità strutturali sarebbe necessario vincere nello stesso 
istante in cui è applicata la forza di trazione, le forze di coesione presenti sulla superficie 
della struttura. Questa condizione richiederebbe una forza di trazione molto elevata per 
portare a rottura un nanotubo di carbonio, infatti occorrerebbe spezzare tutti i legami 
covalenti carbonio-carbonio che lo compongono. In realtà la presenza di difetti provoca un 
indebolimento dei legami covalenti e di conseguenza delle forze di coesione per cui si ha una 
enorme diminuzione della forza di trazione da applicare al materiale. I legami carbonio-
carbonio presentano comunque un’energia di legame molto alta, ed inoltre l’arrotolamento 
dei fogli di grafite a formare la caratteristica forma cilindrica dei nanotubi ne rafforza 
notevolmente la componente assiale. Tramite calcoli teorici4 e simulazioni è stato visto che il 
modulo di Young teorico di un nanotubo possa arrivare fino a 4 TPa e la sua resistenza a 
trazione intorno ai 220 GPa (circa 100 volte maggiore di quella dell’acciaio a fronte di una 
diminuzione in peso di circa 6 volte). I nanotubi di carbonio presentano anche un’ottima 
resistenza a flessione sopportando piegamenti ripetuti fino a circa 90° senza rompersi o 
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danneggiarsi. Queste enormi potenzialità sono tuttavia limitate dal problema tecnologico 
della costruzione delle fibre e dal fatto che i nanotubi di carbonio non possano essere 
“filati”. Questo materiale versatile può essere tuttavia usato come fibra di rinforzo nei 
materiali compositi ad elevata prestazione come kevlar o fibre di vetro.5 
 
 
Figura 7: Immagini SEM di fibre di Kevlar prima (sinistra) e dopo (destra) il trattamento con una sospensione 
di nanotubi. Scala 20 µm (Immagine: Dr. Yurii Gun'ko, Trinity College Dublin)  
 
2.3.2 Proprietà elettroniche 
Data la somiglianza strutturale tra nanotubi di carbonio e grafite, sarebbe lecito aspettarsi 
una capacità di conduzione molto simile tra i due materiali. I nanotubi di carbonio, hanno 
invece dimostrato sorprendenti proprietà conduttive che variano a seconda della geometria 
assunta ed in dipendenza dell’asse di arrotolamento del foglio grafenico. 
 
Figura 8: Formazione di nanotubi di carbonio a parete singola (A) e parete multipla (B) per arrotolamento di 
fogli grafenici. 
 
I SWCNT “armchair” ad esempio mostrano avere un comportamento metallico6 mentre i 
nanotubi di tipo “zig-zag” e “chirali” presentano un comportamento da metallico a 
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semiconduttore, con un band-gap dipendente dal diametro del nanotubo stesso7. È stato 
possibile evidenziare come gli elettroni, in determinate condizioni, riescano ad attraversare il 
nanotubo senza tuttavia scaldarlo, come invece avviene nei normali conduttori metallici. 
Questo fenomeno noto con il nome di “conduzione balistica” ha spinto la ricerca verso lo 
sviluppo di “nano-cavi” o “cavi quantici” che potrebbero in un futuro non molto lontano 
andare a sostituire il silicio nelle comuni applicazioni in elettronica consentendo così il 
passaggio da microelettronica a nanoelettronica. Come per i comuni diodi e transistor i 
nanotubi di carbonio possono essere “drogati” inserendo all’interno della loro struttura 
atomi di azoto e di boro8, atomi in grado di alterarne le proprietà conduttive. 
2.4 Applicazioni dei nanotubi di carbonio nei materiali 
Nonostante i nanotubi siano un materiale relativamente recente, sono già molto utilizzati 
nella ricerca grazie alla versatilità ed alle loro proprietà caratteristiche. Come detto nel 
paragrafo precedente hanno una notevole resistenza meccanica, ma presentano anche altre 
proprietà interessanti come elevata area superficiale, carattere metallico o semiconduttore 
in base al vettore chirale. Hanno trovato quindi utilizzo in svariati campi. 
 
2.4.1 Catalisi  
La morfologia e dimensione dei nanotubi stessi suggerisce come questi materiali possano 
prestarsi egregiamente alla funzione di supporto per metalli da utilizzare in catalisi 
eterogenea. Hanno infatti un’ottima resistenza meccanica ed una buona durabilità pur 
lavorando in condizioni drastiche. La funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio con 
nanoparticelle metalliche induce una microstruttura in grado di aumentarne l’attività 
catalitica rispetto alle nanoparticelle libere nell’ambiente di reazione, inoltre l’ampia area 
superficiale facilita l’adsorbimento di molecole organiche tramite interazioni di Van der 
Waals. In letteratura sono già noti numerosi articoli che dimostrano come gli addotti CNT- 
NP portano ad ottime attività catalitiche per reazioni come: Suzuki coupling9, idrogenazione 
selettiva10, ossidazione di CO11 e sintesi di NH3
12. Nelle industrie petrolchimiche 
l’idrogenazione catalitica selettiva rappresenta una reazione cruciale per una vasta gamma di 
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prodotti. Ecco perché sono stati realizzati MWCNTs/Pd che esibiscono una altissima 
selettività nei confronti dell’idrogenazione di doppi legami carbonio-carbonio rispetto ai noti 
catalizzatori Pd/C.13 Questa tipologia di catalizzatore mostra inoltre una maggiore velocità di 
desorbimento dei prodotti dal sistema catalitico e conseguente rigenerazione dello stesso in 
maniera più rapida rispetto ai catalizzatori tradizionali. 
 
2.4.2 Plastiche conduttive 
Recentemente l’industria dei materiali cerca di sostituire le leghe metalliche con materiali 
che abbiano caratteristiche simili ma di peso inferiore. Le materie plastiche sono i candidati 
ideali per sostituire i materiali metallici in molti campi, tranne dove sia richiesta una buona 
conducibilità elettrica. I nanotubi di carbonio si presentano come “filler” per generare 
plastiche conduttive. riescono infatti a determinare conducibilità buone anche con valori 
estremamente bassi di composizione percentuale all’interno del materiale. Sono noti in 
letteratura materiali compositi CNT/resine epossidiche che per concentrazioni di filler di 
0,1% in volume rispetto alla matrice presentano una resistività di soli 100 Ω∙m.14 
Concentrazioni di materiale riempitivo così basse consentono alla matrice di mantenere 
praticamente inalterate le proprietà meccaniche variando solo quelle elettroniche. 
 
2.4.3 Sensori e biosensori  
È ormai noto come le attuali tecniche di biomonitoraggio risultino essere molto selettive ma, 
al tempo stesso, siano difficili da miniaturizzare. I nanotubi di carbonio invece sono 
intrinsecamente adatti per l’uso in sistemi miniaturizzati, inoltre le loro caratteristiche di 
conducibilità elettrica e la loro area superficiale particolarmente elevata permettono di 
ideare dei biosensori particolarmente sensibili e con tempi di risposta molto veloci. La 
crescente necessità di cercare metodi in grado di calcolare concentrazioni di glucosio 
all’interno del sangue tramite dispositivi miniaturizzati, ha stimolato la ricerca di biosensori 
per questa molecola, basati proprio sui nanotubi di carbonio. E’ stato progettato un sistema 
che sfrutta il comportamento voltammetrico dei CNT ossidati, sui quali è stata immobilizzata 
la glucosio ossidasi. La risposta catalitica del sensore alla somministrazione di β-D-glucosio è 
stata 10 volte superiore a quella osservata con altri sistemi di riferimento.15 Sono stati inoltre 
realizzati sensori per il rilevamento di gas formati dall’unione di nanotubi di carbonio e 
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nanoparticelle metalliche che risultano sensibili a gas tossici o potenzialmente pericolosi 
come H2, CH4, H2S e CO. Ciò che risulta sorprendente è l’elevata sensibilità di questa tecnica; 
ad esempio accoppiando SWCNT/Au si riesce a rilevare H2S in concentrazioni di 3 ppb.
16 Il 
funzionamento di questo particolare sistema di rilevazione si ritiene che sia basato sulla 
modificazione del percorso di conduzione da CNT a nanoparticelle d’oro quando questo 
sistema viene esposto ad H2S. 
2.5 Click chemistry 
Il temine “Click chemistry” venne introdotto per la prima volta nel 1999 durante il 217° 
incontro annuale della “American Chemical Society” dal gruppo di ricerca del Dr. Barry 
Sharpless. Da questo evento è stato possibile registrare un netto aumento delle 
pubblicazioni a riguardo.17 La “Click chemistry” viene così definita: “… deve essere modulare, di 
ampia portata, dare rese molto elevate, generare sottoprodotti inoffensivi che possano essere 
rimossi da metodi non cromatografici, essere stereospecifica (ma non necessariamente 
enantioselettiva). I processi devono essere caratterizzati da condizioni di reazione semplici 
(idealmente dovrebbero essere inerti all’ossigeno e all’acqua), da reagenti di partenza facilmente 
e velocemente reperibili, l’assenza di solvente o comunque un solvente facilmente rimovibile ed 
un prodotto di facile isolamento. La purificazione, se richiesta, non deve prevedere metodi 
cromatografici e il prodotto deve risultare stabile in condizioni fisiologiche”. In altre parole “… 
tutte le ricerche devono essere ristrette a molecole che siano di facile preparazione”. Gli autori 
di questo nuovo termine cercano di dare una nuova veste a delle reazioni ormai note da tempo, 
suggerendo comunque un approccio più “verde” verso la sintesi di composti organici. Valore 
aggiunto alle reazioni “click” è infatti un'economia atomica del 100%, tra queste reazioni vi 
sono le cicloaddizioni in particolare le reazioni di Diels-Alder e la cicloaddizione tra un 
alchino e un'azide (reazione di Huisgen).18 
 
2.5.1 Funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio 
La superficie dei nanotubi può essere funzionalizzata tramite diversi approcci al fine di 
migliorarne la solubilizzazione in solventi organici e consentire l’inserimento di gruppi 
funzionali ulteriormente modificabili. Negli ultimi anni sono stati impiegati approcci basati su 
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reazioni proprie di sistemi completamente coniugati, come ad esempio addizioni di elettrofili 
e di specie radicaliche, cicloaddizioni (sia di tipo Diels-Alder che 1,3-dipolari) e reazioni di 
diazotazione. La reazione di funzionalizzazione più importante e molto utilizzata da noi in 
questo lavoro di tesi è la reazione di Tour.19,20 Questa prevede la formazione in situ di sali di 
diazonio a partire da aniline in presenza di isoamilnitrito, i sali di diazonio così formati 
possono quindi reagire con i CNTs. 
 
 
Schema 1: Reazione di derivatizzazione dei CNTs con sali di diazonio generati in-situ 
 
 
La reazione di derivatizzazione dei nanotubi di carbonio può essere fatta con sali di diazonio 
arilici preformati, ma questo comporta la necessità di utilizzare composti potenzialmente 
instabili. Più semplice risulta l’utilizzo dei derivati dell’anilina. In questo caso i sali di diazonio 
si generano direttamente all’interno dell’ambiente di reazione per mezzo di un alchil nitrito 
responsabile di generare specie radicaliche liberando N2. Il radicale arilico così generato 
reagisce con la superficie dei nanotubi di carbonio generando un radicale adiacente che può 
ulteriormente reagire, oppure può essere spento da parte del solvente. La possibilità che il 
radicale arilico generato dimerizzi è minimizzata dal fatto che questo venga generato 
direttamente sulla superficie del nanotubo, e cioè proprio dove si vuole che reagisca. 
 
2.5.2 Formale ciclo-addizione alchino-azide catalizzata da rame(I) 
Sicuramente tra le più importanti reazioni della “Click Chemistry” possiamo definire una 
modifica della già nota cicloaddizione 1,3-dipolare tra azidi e alchini, conosciuta anche come 
reazione di Huisgen. Questa particolare reazione è solitamente utilizzata per la sintesi di 
1,2,3-triazoli disostituiti, una classe di composti che trova spazio in moltissimi campi da 
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quello farmaceutico a l’industria dei coloranti.21 Solitamente questa reazione viene condotta 
in toluene a temperature elevate e porta alla formazione di triazoli 1,4 e 1,5 disostituiti con 
un rapporto di quasi 2:1 tra i due isomeri come riportato nello schema sottostante. 
 
 
Schema 2: Reazione di Huisgen 
 
Nonostante fosse nota già dagli anni ’60 questa reazione non trovò mai grande impiego a 
causa della nota esplosività delle azidi, ma grazie alle successive scoperte di Sharpless venne 
data molta importanza a questa reazione. Venne dimostrato come, tramite l’utilizzo di un 
catalizzatore a base di rame (I), si riuscisse ad ottenere selettivamente solo l’isomero 1,4 
disostituito con ottime rese, a temperatura ambiente e con una velocità di reazione molto 
più elevata di quella non catalizzata.22 Sin dai primi lavori fu messa in evidenza la grande 
duttilità di questa reazione catalizzata dal rame, abbreviata con l’acronimo CuAAC 
(Copper(I)-catalysed azide-alkine cicloaddition) e spesso chiamata reazione di “click”. 
Alcune caratteristiche di questa reazione sono18,23: 
 
  Rese elevate , tra 75 e 99%  
 Possibilità di condurre le reazioni in acqua 
 Vasta gamma di sali utilizzabili 
 Non reattività di azidi e alchini nei confronti dell’ossigeno e acqua 
 Facili procedure di purificazione 
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2.5.3 Funzionalizzazione non covalente dei nanotubi di carbonio 
Nei due paragrafi precedenti sono stati affrontati i principali metodi utilizzati in questo 
lavoro di tesi per funzionalizzare covalentemente i nanotubi di carbonio. Tuttavia anche la 
funzionalizzazione non covalente è molto utilizzata perché è in grado di unire specie 
chimiche alle pareti dei CNTs senza comprometterne le proprietà elettroniche. Per i CNTs, le 
interazioni di tipo non covalente sono solitamente dovute alle forze di Van der Waals ed alle 
interazioni π-π. La funzionalizzazione si può ottenere per avvolgimento di polimeri, 
adsorbimento di surfattanti, interazione con biomolecole come DNA e peptidi. 
Particolarmente interessante soprattutto per questo lavoro di tesi sarà la formazione di sali 
tra i gruppi carbossilici presenti sui nanotubi ossidati ed ammine.  
 
 
Figura 9: interazione π-stacking tra nanotubi di carbonio e possibili linker bifunzionali. 
2.6 Drug delivery  
In medicina, all’uso di sostanze chemioterapiche usate per il trattamento di tumori è spesso 
associata una tossicità intrinseca del farmaco per il paziente.24 Questo può comportare 
l’insorgere di effetti collaterali indesiderati, a volte fatali, legati ad una mancanza di 
selettività del farmaco nei confronti della massa tumorale.25 Ecco perché la medicina 
moderna si è indirizzata sempre di più verso l’individuazione di nuove tecniche di “drug 
delivery”, cioè metodi capaci di “trasportare” selettivamente il farmaco citotossico verso le 
cellule, od il tessuto bersaglio. In questo modo l’azione citotossica del chemioterapico si 
esplica solamente dove è richiesta la sua presenza e si minimizza il rilascio della sostanza in 
maniera indiscriminata in tutto l’organismo. Ciò comporta una diminuzione sostanziale della 
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dose e del numero di somministrazioni necessarie per ottenere lo stesso effetto di una cura 
tradizionale. Vari sono stati gli approcci utilizzati per ottenere un “drug delivery” efficace. 
In particolare descriveremo i metodi utilizzati in nanomedicina per ottenere questo effetto. 
Con il termine nanomedicina, si intende l’utilizzo di dispositivi di dimensioni nanometriche 
per terapie non convenzionali o per l’ottimizzazione di metodi già disponibili nella pratica 
clinica. Un approccio molto utilizzato è quello che sfrutta caratteristiche morfologiche e 
funzionali di alcuni tipi di neoplasie solide. Le cellule tumorali infatti richiedono per il proprio 
sostentamento, una enorme quantità di ossigeno e nutrienti e proprio per questo si vengono 
a creare nuovi vasi sanguigni necessari per il nutrimento della cellula tramite un processo 
noto con il nome di angiogenesi. Questi nuovi vasi sanguigni presentano delle irregolarità 
strutturali grossolane nella loro architettura dovute ad un endotelio discontinuo.26 
L’incremento massivo della vascolarizzazione comporta inevitabilmente ad un aumento del 
trasferimento di sostanze verso le cellule. È noto però, come questi tessuti, siano 
caratterizzati da un limitato drenaggio linfatico, il che induce con il tempo un accumulo delle 
sostanze extravasate all’interno del tessuto tumorale. Questo fenomeno è noto con il nome 
di effetto EPR (enhanced permeability and retention).27 
 
Figura 10: A sinistra schema rappresentativo del trasporto e ritenzione di nanoparticelle in tessuti normali 
(A) e tumorali (B). Le nanoparticelle vengono accumulate e trattenute nella massa tumorale più a lungo dato 
lo scarso drenaggio linfatico e quindi possono rilasciare il farmaco per più tempo. A destra le immagini SEM 
dell’organizzazione dei vasi sanguigni in cellule sane (C) ed in cellule tumorali (D) di topo. Si nota subito come 
nelle cellule tumorali si abbia una maggiore micro-vascolarizzazione. 
 
In questo caso quindi, si sfrutta un effetto fisico legato alle dimensioni delle nanoparticelle. 
Se quest’ultime sono ulteriormente funzionalizzate con agenti citotossici, svolgeranno 
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un’azione antineoplastica mirata nel tessuto in cui si sono accumulate.28 Un approccio 
alternativo per rendere più selettiva l’azione delle nanoparticelle è quello di funzionalizzarle 
con molecole particolari come ad esempio anticorpi o ligandi in grado di andare a colpire 
selettivamente eventuali recettori sovraespressi proprio sulla parete cellulare. Questa 
tecnica richiede tuttavia un profonda conoscenza del recettore o dell’antigene che vogliamo 
andare a bersagliare e favorire il “riconoscimento” della cellula tumorale rispetto alla cellula 
sana in modo da massimizzare l’effetto voluto.29 A tale scopo i nanotubi di carbonio, sin dalla 
loro scoperta avvenuta nel 1991, hanno suscitato l’interesse di studiosi e ricercatori in 
ambito medico come drug carrier. Le proprietà chimiche e chimico - fisiche dei nanotubi 
consentono infatti di effettuare delle funzionalizzazioni superficiali di questi materiali 
tramite semplici reazioni chimiche e, la loro struttura nanometrica, ne consente 
l’attraversamento delle membrane cellulari. Numerosi sono i lavori pubblicati di nanotubi 
funzionalizzati con agenti antitumorali come: metotressato30, taxani31, camptotecina32, 
derivati del platino33 e doxorubicina34. Questi sistemi, sia essi analizzati in vitro od in vivo 
hanno dimostrato di possedere una citotossicità maggiore rispetto al farmaco tradizionale. È 
stato inoltre osservato come l’inserimento di un selettore sul sistema di “drug delivery” ne 
aumenti ulteriormente l’efficacia. La possibilità di utilizzare i nanotubi di carbonio come 
vettori per il “drug delivery” si basa su due osservazioni fondamentali: la capacità dei 
nanotubi entrare nell’ambiente cellulare con estrema facilità e, correlata a questa, la 
possibilità di rendere i nanotubi ci carbonio non tossici attraverso una serie di 
funzionalizzazioni della sua superficie. Numerosi studi hanno cercato di individuare il 
meccanismo che consente ai nanotubi di carbonio di penetrare all’interno della cellula, 
tuttavia i dati raccolti finora non hanno dato risposte univoche. Ad oggi sono state proposte 
due differenti modalità di internalizzazione: “endocitosi” ed “effetto ago”. 
 
2.6.1 Endocitosi  
Il primo metodo proposto attraverso il quale la cellula internalizza il materiale extracellulare 
e lo indirizza all’interno del citoplasma, avviene con l’ausilio di vescicole che vengono 
generate dalla membrana plasmatica stessa. È ormai noto come il suddetto processo sia 
endotermico, risulta quindi sfavorito dalle basse temperature. A sostegno di questa teoria 
sono state analizzate al microscopio confocale cellule leucemiche35 (L1210FR) incubate in 
presenza di nanotubi di carbonio marcati con una molecola fluorescente (FITC) a 37 °C e 4 °C. 
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Come si può vedere dalla figura sottostante dopo 3h di incubazione le cellule tenute in 
ambienti termostatati alle due diverse temperature presentano una notevole differenza 
nella fluorescenza, a causa proprio del comportamento temperatura-dipendente del 
processo di endocitosi.  
 
 
Figura 11: Immagini al microscopio confocale di cellule L1210FR incubate con SWCNT-FITC in diverse 
condizioni (A) 37°C, (B) 4°C. 
 
2.6.2 Effetto ago 
È stato riscontrato tuttavia come a volte il variare delle condizioni di incubazione non 
influenzi minimamente l’internalizzazione dei nanotubi di carbonio. Grazie a tecniche di 
microscopia elettronica è stato possibile osservare come nanotubi, opportunamente 
funzionalizzati con piccole molecole, possano agire da nano-aghi36 penetrando la membrana 
cellulare e permettere la diffusione di questi all’interno delle cellule. Questa modalità di 
internalizzazione è stata definita “effetto ago”. 
 
Figura 12: “Effetto ago” di un CNT osservato con microscopio TEM 
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Indipendentemente dal meccanismo utilizzato, il risultato, abbastanza sorprendente, è che i 
nanotubi penetrano in modo molto efficace la membrana cellulare e questo accade 
indipendentemente dalla natura della funzionalizzazione dei nanotubi così come dalla natura 
delle cellule studiate. Infatti in un lavoro fondamentale di Prato et al. è stato mostrato come 
nanotubi di carbonio variamente funzionalizzati possano facilmente penetrare tipi di cellule 
la cui membrana presenta caratteristiche molto diverse (ad esempio cellule tumorali umane 
e cellule di lievito)37. Considerando, quindi, la generalità del processo di internalizzazione dei 
nanotubi da parte di cellule, diventa di grande importanza stabilire la potenziale tossicità dei 
CNT. 
 
2.6.3 Tossicità dei nanotubi di carbonio e biodistribuzione 
Volendo realizzare un sistema di “drug delivery” basato sui nanotubi di carbonio è necessario 
preventivamente distinguere tra la tossicità legata al farmaco somministrato tramite una 
precisa modalità terapeutica, e quella del sistema di trasporto del farmaco stesso. Se si 
considera la morfologia dei nanotubi di carbonio, risulta evidente l’analogia con le fibre di 
asbesto. 
 
 
 
Figura 13: confronto tra fibre di asbesto (sopra) e nanotubi di carbonio non modificati (pristine) (sotto) al 
microscopio elettronico 
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Questa analogia non può, evidentemente, non sottolineare la potenziale tossicità dei 
nanotubi. In effetti nanotubi non funzionalizzati (pristine), della lunghezza di qualche micron, 
presentano effetti del tutto analoghi a quelli delle fibre di asbesto.38 Studi condotti sui 
nanotubi di carbonio non funzionalizzati (CNT-pristine), hanno permesso di mettere in 
evidenza, come le caratteristiche fisiche dei nanotubi abbiano un ruolo fondamentale per la 
determinazione del profilo tossicologico di questi materiali. È stato visto ad esempio come 
nanotubi con differente lunghezza e diametro abbiano diversi gradi di tossicità, in particolare 
CNT corti e spessi presentano una tossicità intrinseca minore rispetto ai CNT lunghi e fini.39,40 
Inoltre è stato riscontrato come spesso la scarsa purezza dei nanotubi, possa indurre una 
tossicità acuta per le cellule a causa della presenza di residui metallici dovuti alla 
metodologia di sintesi e di lavorazione.41 Questo problema può essere tuttavia risolto 
utilizzando nanotubi preventivamente funzionalizzati o trattati con acidi ossidanti in grado di 
abbattere la carica di metalli pesanti portandoli in soluzione prima di utilizzarli come vettori 
di farmaci. Da successivi test effettuati sia in vitro che in vivo risulta infatti come i CNT 
funzionalizzati presentino una tossicità intrinseca inferiore rispetto ai pristine, oltre ad avere 
una migliore disperdibilità in ambienti acquosi e fisiologici.42,43,44 Test in vivo hanno 
dimostrato come nanotubi funzionalizzati iniettati nel sangue rispettino i parametri clinici di 
tossicità.45 Lo studio sulla loro biodistribuzione è stato possibile marcando i CNT tramite 
nuclidi radioattivi come ad esempio l’ In111 in modo da poter tracciare la posizione istantanea 
dei nanotubi marcati all’interno di un organismo. I CNT tendono ad accumularsi nel fegato, 
nella milza e nei polmoni per essere successivamente escreti per via renale.46 
 
 
Figura 14: Test in vivo sulla biodistibuzione dei CNTs funzionalizzati 
 
 
26 
 
2.7 Metabolismo tumorale 
Un tumore o neoplasia viene comunemente definito come una massa anormale di tessuto 
che cresce in eccesso ed in modo scoordinato rispetto ai tessuti normali che lo circondano e 
persiste in questo stato anche dopo la cessazione degli stimoli che hanno indotto l’inizio del 
processo. Queste cellule crescono quindi in maniera autonoma ed incontrollata 
compromettendo le funzionalità dei tessuti e degli organi, causando infine la morte 
dell’ospite.47 I fattori che possono causare la nascita e la crescita di un tumore possono 
essere di vario tipo e natura: l’esposizione a fattori ambientali come ad esempio sostanze 
chimiche, radiazioni od infezioni virali. Eventi di natura spontanea, insorgere di mutazioni in 
grado di indurre l’attivazione di oncogeni (geni necessari per il controllo della fisiologia 
cellulare) oppure la perdita della funzione di antioncogeni (geni che inibiscono l’azione degli 
oncogeni). Molti dei fattori sopra elencati possono anche sopraggiungere in maniera 
simultanea provocando l’insorgere della neoplasia.48 L’insorgere del tumore ed il suo 
sviluppo procedono di pari passo con l’acquisizione da parte delle cellule tumorali di alcuni 
caratteri particolarmente utili alla propria crescita, come ad esempio la perdita di sensibilità 
ai fattori di anti-crescita, sviluppo di resistenza all’apoptosi, potenziale replicativo 
praticamente illimitato, capacità di indurre angiogenesi nei tessuti adiacenti aumentando il 
grado di vascolarizzazione della cellula favorendo invasione e metastasi.49 Una massa 
tumorale è un sistema eterogeneo formato da tipologie di cellule molto differenti tra loro, 
sia per quanto riguarda le caratteristiche morfologiche che metaboliche.50 Le principali 
tipologie di cellule presenti sono: CSC (cancer stem cells) sono delle cellule non differenziate, 
caratterizzate da un basso grado di proliferazione o addirittura quiescenti ma presentano 
caratteristiche di resistenza all’apoptosi ed una grande plasticità fenotipica.51 Le CIC (cancer 
initiating cells) sono cellule che presentano una parziale differenziazione, ma sono da sole 
sufficienti a dare una massa tumorale eterogenea. Le CCCs (chemo resistant cancer cells) 
sono cellule che hanno sviluppato resistenza alle comuni metodiche di trattamento con 
farmaci antitumorali e alla radioterapia, sono inoltre in grado di dare facilmente fenomeni di 
metastasi.52 
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2.7.1 Metabolismo delle cellule tumorali 
La capacità di modificare il metabolismo è una caratteristica ormai universalemte 
riconosciuta nelle cellule tumorali. Mentre le cellule normali ricavano energia per il proprio 
sostentamento degradando il glucosio a CO2 ed H2O mediante la combinazione di glicolisi, 
ciclo di Krebs e fosforilazione ossidativa (OXPHOS), le cellule cancerose prediligono invece un 
particolare meccanismo glicolitico che prevede la degradazione di glucosio in lattato pur 
trovandosi in condizioni aerobie. Questo metabolismo particolare di glicolisi aerobia è noto 
con il nome di “Effetto Warburg”.53 Il lattato, metabolita tipico di una respirazione 
solitamente anaerobia, viene espulso all’esterno della cellula insieme ai protoni prodotti nei 
vari passaggi catabolici evitando, quindi l’apoptosi delle cellule tumorali a causa di un 
abbassamento eccessivo del pH all’interno dell’ambiente cellulare. Nonostante questo 
particolare tipo di metabolismo sia molto meno favorito energicamente rispetto a quello 
respiratorio, (produce solamente 2 molecole di ATP contro le 30-32 prodotte dalla completa 
ossidazione del glucosio), riesce a supportare meglio l’elevato tasso di proliferazione delle 
cellule tumorali. Lo sviluppo del tumore richiede infatti notevoli quantitativi di nucleotidi, 
amminoacidi, acidi grassi e lipidi di membrana. Importanti precursori di queste molecole, 
come glucosio 6-fosfato, Acetil-CoA ed NADPH, sono forniti dalla glicolisi e sono utilizzate 
dalla cellula per la sintesi di macromolecole. Inoltre le cellule tumorali liberano all’esterno 
cataboliti, enzimi, citochine e fattori di crescita che contribuiscono a creare e sostentare il 
microambiente tumorale. Studi recenti hanno stabilito inoltre come il lattato, estruso dalle 
cellule tumorali glicolitiche, o prodotto dalle cellule appartenenti al microambiente 
tumorale, come i fibroblasti, possa essere riassorbito dalle cellule che possiedono un 
metabolismo prettamente respiratorio e possa essere utilizzato sia per la produzione di 
energia che per la biosintesi di macromolecole utili a sostenerne la proliferazione. Questo 
effetto è noto con il nome di “Reverse Warburg”.54 Gli eventi chiave che spingono le cellule 
tumorali verso l’acquisizione di un metabolismo di tipo Warburg sono, l’attivazione di 
oncogeni come ad esempio Ras e Akt, i quali promuovono la glicolisi e quindi la 
proliferazione cellulare oppure l’inibizione di oncosoppressori come ad esempio p53, 
responsabili di arresto del ciclo cellulare in caso di danneggiamento al DNA (NGO DC et al 
2015). L’acquisizione da parte delle cellule tumorali di un metabolismo di tipo Warburg le 
rende tuttavia sensibili ai fattori che ne bloccano la proliferazione. 
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2.7.2 I trasportatori di acidi carbossilici MCT 
Studiando il comportamento dei tumori solidi è stato osservato come all’interno della massa 
tumorale si sviluppi un microambiente caratterizzato da un metabolismo localmente 
alterato. Questo metabolismo è regolato da una stretta relazione tra cellule tumorali 
ossigenate e cellule tumorali ipossiche, le prime si trovano nelle zona esterna e più 
vascolarizzata della massa tumorale, mentre le seconde nella parte interna, scarsamente 
vascolarizzata e povera di ossigeno.55 Tra le due tipologie di cellule si instaura così una 
simbiosi nella quale sono coinvolti trasportatori di membrana e metaboliti. Essendo questo 
un meccanismo singolare delle masse tumorali è oggetto di studio per la ricerca di nuove 
strategie di attacco del tumore. È stato osservato come proteine di membrana di tipo MCT-
1, appartenenti alla famiglia dei MCT (Monocarboxylate transporter) si trovano 
particolarmente espressi sulla superficie delle cellule tumorali ossigenate, sono infatti già 
presenti studi che sviluppano come antitumorali, composti inibitori di questa particolare 
famiglia di recettori.56 Nel nostro approccio dei nanotubi come sistemi di “drug delivery” 
abbiamo progettato di equipaggiare il nanotubo con una molecola di questo tipo, 
metabolicamente attiva verso le cellule cancerose. Con questa decorazione si mira così avere 
l’effetto sia di aumentare l’affinità dei nanotubi verso le cellule tumorali, che interferire con 
il metabolismo locale del tumore.  
In base agli articoli di letteratura citati precedentemente abbiamo deciso di provare a 
funzionalizzare la superficie del nanotubo con due particolari tipologie di molecole. La prima 
è un derivato dell’acido α-chetobutirrico, una molecola che presenta una elevata affinità per 
questi recettori di membrana. La seconda è un derivato dell’ α-ciano 4-idrossi cinnamato 
(CHC), una molecola dall’azione ormai nota, responsabile di inibire selettivamente l’azione di 
questi recettori andando ad interferire quindi con il metabolismo cellulare delle cellule 
tumorali. Queste due molecole devono essere opportunamente funzionalizzate con degli 
spacer che renderanno possibile l’attacco sui nanotubi funzionalizzati azide tramite la già 
citata reazione di click. 
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2.7.3 Trattamento con 5-Fluoro- uracile 
Dal 1957 nel trattamento del cancro a colon, mammella, pancreas e fegato è comunemente 
usato il 5-FluoroUracile (5-FU) uno dei principali chemioterapici appartenenti alla famiglia 
degli antimetaboliti. Il 5-FU è un composto analogo dell’uracile, ma presenta un atomo di 
fluoro al posto dell’idrogeno sul C-5. La peculiarità di questo farmaco è che si sostituisce alla 
timina o all’uracile stesso rispettivamente nel DNA o nell’ RNA compromettendo così l’intero 
metabolismo nucleotidico e la divisione cellulare causandone così la morte.57 Dato infatti che 
le cellule tumorali sono caratterizzate da un alto tasso di proliferazione, necessitando quindi 
di grandi quantità di acidi nucleici il 5-FU andrà a colpire questa tipologia di cellule, tuttavia 
mostrando un elevato grado di tossicità aspecifica. L’utilizzo del 5-FU è stato notevolmente 
diminuito a causa delle evidenze cliniche di bassa risposta al trattamento del cancro colon-
rettale. Le percentuali parlano di guarigioni soltanto nel 10-15% dei casi trattati con questa 
molecola, mentre i casi aumentano nettamente, 40-50%; combinando il 5-FU con altre 
tipologie di chemioterapici. Un altro dato negativo riguardo all’utilizzo del 5-FU riguarda il 
fatto che circa il 50% dei pazienti trattati con questo inibitore del metabolismo, sviluppano 
metastasi a causa dell’insorgere di fenomeni di chemio-resistenza.58 L’insorgere della 
chemio-resistenza non è tuttavia legata esclusivamente all’uso del 5-FU. Alcuni studi hanno 
dimostrato infatti come, anche trattando modelli di cancro al pancreas con moderni e 
tradizionali farmaci chemioterapici, all’iniziale beneficio riscontrato della diminuzione della 
massa tumorale, segua a distanza di pochi mesi la ricomparsa di un tumore stavolta 
caratterizzato dalla presenza di cellule farmaco resistenti. La ricomparsa della massa 
tumorale è stata attribuita alla presenza di una frazione di cellule avente proprietà di tipo 
staminale. Queste cellule note con il nome di “Cancer Stem Cells” (CSCs) sono caratterizzate 
da un basso tasso di proliferazione e una scarsa sensibilità ai farmaci.59 
 
2.7.4 Cancer stem cells e chemo resistant cancer cells  
Come detto nel paragrafo precedente le CSC sono fondamentali per conferire al tumore 
un’intrinseca resistenza all’apoptosi oltre ad un’insolita capacità di adattamento metabolico. 
Alcuni studi hanno proposto come queste cellule potrebbero avere origine da cellule 
tumorali normali quando l’intorno dell’ambiente canceroso presenta condizioni di stress 
metabolico, come ad esempio carenza di nutrienti, condizioni di estrema acidificazione, 
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eventuale contatto con particolari cellule stromali oppure condizioni di ipossia/anossia. 
Queste limitazioni fanno sì che queste particolari cellule riescano ad evitare l’apoptosi 
rallentando nettamente il proprio metabolismo ed entrando in uno stato di quiescenza.60 Al 
ripristino delle condizioni di sviluppo ottimale della cellula si nota come le CSCs ripristino il 
proprio metabolismo e si ri-differenziano in cellule tumorali normali in grado di rigenerare la 
massa eterogenea cancerosa. Un’altra tipologia di cellule che possiamo trovare in una massa 
tumorale sono le così dette CCCs (chemo-resistant cancer cells), presentano la caratteristica 
di essere resistenti all’attacco dei principali farmaci anticancro ed alla radioterapia ed hanno 
una forte propensione a metastatizzare. Nonostante i numerosi studi compiuti su questa 
tipologia di cellule non è ancora chiaro come queste cellule riescano a generarsi. Alcuni studi 
attribuiscono alle cellule tumorali staminali la capacità di convertirsi in cellule tumorali 
resistenti. A sostegno di questa ipotesi ci sono diverse similitudini che accomunano queste 
due tipologie di cellule. Entrambe infatti hanno un forte carattere neoplastico e sono in 
grado di rigenerare la massa tumorale ed hanno una forte tendenza ad invadere i tessuti 
circostanti. Evidenziano inoltre un metabolismo analogo il quale permette a queste due 
tipologie di cellule di resistere se esposte a condizioni di stress e quindi di risultare 
praticamente immuni ai classici trattamenti chemio e radioterapici61 con queste 
considerazioni è stato ipotizzato che queste due tipologie di cellule potessero avere la stessa 
origine.62  
Per le cellule chemo-resistenti e staminali, dotate di un basso tasso di proliferazione il 
metabolismo glicolitico non costituisce la migliore scelta per il loro sostentamento.53 Studi 
recenti dimostrano infatti che l’acquisizione della caratteristica di chemio-resistenza è 
accompagnata da una riprogrammazione del metabolismo in favore della respirazione,.63 Ciò 
è stato proposto perché in questa tipologia di cellule si nota un notevole aumento 
dell’attività all’interno dei mitocondri, organelli cellulari responsabili della produzione di 
ATP. La fosforilazione ossidativa (OXPHOS) diventa quindi il metabolismo prediletto da 
queste tipologie di cellule. In generale si vede infatti come la biogenesi mitocondriale e 
fosforilazione ossidativa tendano ad incrementare il fenotipo maligno del tumore 
aumentandone la motilità e l’invasività delle cellule di cui è costituito. Questi cambiamenti 
sono stati riscontrati solamente in cellule tumorali resistenti e trattate con un 
chemioterapico, mentre non si assiste ad un cambiamento metabolico nelle cellule tumorali 
normali ed in quelle resistenti ma non sottoposte ad alcun trattamento che contrariamente 
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mantengono un metabolismo di tipo Warburg. È interessante notare invece nel caso in cui il 
trattamento chemioterapico venisse interrotto, le cellule riacquistino gradualmente il 
fenotipo tumorale normale che tornando ad utilizzare la glicolisi, permette la loro 
prolificazione.64 E’ stato verificato quindi sia tramite esperimenti in vitro che con esperimenti 
in vivo che il metabolismo respiratorio non è una caratteristica intrinseca delle cellule 
farmaco resistenti, ma viene indotto da condizioni di stress metabolici che nel caso di 
pazienti affetti da tumore possono essere rappresentati dagli stessi trattamenti cronici 
chemio o radioterapici. 
2.8 Nuove prospettive terapeutiche 
Tutte le assunzioni e le scoperte elencate nel paragrafo precedente hanno ispirato nuove 
strategie terapeutiche in grado di combattere le cellule tumorali farmaco resistenti. Il target 
metabolico al quale si deve mirare è la fosforilazione ossidativa (OXPHOS) prediletta dalle 
cellule tumorali CCC e CSC. Mirando esclusivamente a questa tipologia di metabolismo siamo 
sicuri che soltanto queste cellule vengano colpite, mentre è importante che non vengano 
colpite le cellule normali (non cancerose). Come inibitori della catena mitocondriale al 
momento sono stati riportati lavori che vertono sull’ uso di metformina, rotenone, 
antimicina A, oligomicina.65 Queste sostanze hanno mostrato di poter ridurre drasticamente 
la motilità e la crescita delle cellule farmaco resistenti trattandole in contemporanea con un 
chemioterapico, mentre non hanno mostrato effetti nei confronti di cellule tumorali normali 
e verso quelle tumorali farmaco resistenti non trattate con una molecola citotossica.64 Tra i 
vari inibitori della respirazione mitocondriale sopracitati al momento i farmaci che sembrano 
avere più successo dal punto di vista clinico sono molecole che presentano il gruppo 
biguanidinico, ovvero due gruppi guanidinici legati da un azoto a ponte. 
 
Figura 15: I principali farmaci biguanidinici, metformina (A), fenformina (B), buformina (C) 
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Questa classe di molecole è molto studiata e nota nella medicina classica. Ad esempio 
farmaci come la metformina, buformina e fenformina vengono utilizzati per abbassare il 
livello di glicemia attivando l’AMPK,66,67 ecco perché hanno un ruolo fondamentale nel 
trattamento del diabete, anche se al giorno d’oggi soltanto la metformina viene 
regolarmente prescritta. Buformina e fenformina infatti manifestano un’azione troppo forte 
e inducono l’acidosi da lattato in conseguenza ad un’azione troppo forte.68 La metformina ha 
dimostrato di essere tra i farmaci più interessanti per applicazioni future. È un ottimo 
inibitore della fosforilazione ossidativa, inoltre tramite l’inibizione del complesso I di questo 
ciclo metabolico induce un aumento della glicolisi e dell’uptake del glucosio da parte delle 
cellule, riesce a ridurre la gluconeogenesi epatica ed in questo modo riesce ad abbassare la 
glicemia. Essendo un farmaco economico è stata utilizza dagli anni cinquanta ad oggi per la 
cura ed il trattamento del diabete di tipo 2 ed è ormai noto come questa molecola venga 
ben tollerata dall’organismo. Studi condotti su malati di diabete hanno dimostrato come i 
soggetti che utilizzavano questo tipo di molecola per la cura del diabete presentassero tassi 
di morte dovuta a cancro significativamente più basse se paragonate a pazienti diabetici 
trattati con altri farmaci come insulina e sulfaniluree.69,70 Da qui è iniziata la ricerca su molte 
tipologie di cellule ed è stato evidenziato come la metformina presenti la capacità di 
uccidere cellule tumorali staminali e farmaco resistenti in maniera selettiva senza tuttavia 
uccidere quelle tumorali non resistenti dato che la fosforilazione ossidativa non è il 
metabolismo principe di questa tipologia di cellule.71,72,73 Proprio partendo da questa 
supposizione il trattamento con metformina è stato associato ad una cura a base di 
chemioterapici in modo tale da rendere la cura letale per l’intera massa tumorale.74 
 
 
2.8.1 Ipotesi metabolismo metformina e drug delivery 
Come già è stato avanzato nel paragrafo precedente la metformina è in grado di bloccare il 
complesso I della catena respiratoria mitocondriale, ma come questo avvenga precisamente 
ancora non è stato stabilito con esattezza. Sono state proposte varie ipotesi: alcuni studi 
sostengono che il farmaco agisca andando ad attivare direttamente la AMPK, che stimola le 
vie cataboliche, come glicolisi e produzione di lattato.75 Secondo altri studi invece la 
metformina ha come primo effetto quello di bloccare il complesso I (NADH deidrogenasi) 
della catena respiratoria, questa inibizione causerebbe uno stress metabolico generale 
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all’interno della cellula dovuto alla carenza di ATP e quindi solo a questo punto si riesce ad 
attivare l’ AMPK.76  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il meccanismo con il quale avverrebbe questa inibizione tuttavia resta sconosciuto perché il 
biguanide presenta una struttura totalmente differente da quella degli enzimi responsabili di 
regolare l’attività del complesso, né si ha somiglianza ai substrati sui quali essi agiscono, non 
sarebbe quindi responsabile del fenomeno di inibizione competitiva. L’effetto causato dal 
farmaco sarebbe quindi un’interazione “debole e veloce”, debole in quanto la metformina 
presenta un minore specificità rispetto ai canonici inibitori della respirazione mitocondriale, 
come ad esempio la pieridicina A77, si tratta inoltre di una interazione reversibile, così da 
permettere alla cellula di adattarsi velocemente ripristinando l’OXPHOS quando le condizioni 
metaboliche ritornano favorevoli , riuscendo così ad evitare la morte per acidosi da lattato.78 
È importante sottolineare come l’attività della metformina sulle cellule resistenti e staminali 
sia visibile solo ed esclusivamente se alla somministrazione di metformina è associata la 
somministrazione di un farmaco chemioterapico, responsabile della riprogrammazione del 
metabolismo cellulare preferenziale da glicolitico a respiratorio.79  
Negli studi sopra riportati gli effetti anticancro della metformina sono stati riscontrati sia in 
vitro che in vivo, tuttavia le concentrazioni utilizzate in questi test sono decisamente 
eccessive, partono infatti da 5 mM ovvero 645 mg/L. Una simile quantità all’interno del 
Figura 16: La metformina blocca il complesso I della catena respiratoria mitocondriale 
causando una carenza di ATP all’interno della cellula inducendo così uno stress 
metabolico all’interno della cellula 
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sangue causerebbe immediatamente acidosi da lattato e conseguente morte del paziente 
(MALA: Metformin-associated lactic acidosis). Infatti la dose terapeutica per l’essere umano 
è inferiore ai 2 mg/L, e anche a queste basse concentrazioni alcuni pazienti diabetici hanno 
avuto qualche problema di tolleranza.80,81 Un’eventuale cura che preveda l’uso di 
metformina deve prevedere anche l’uso di un efficace trasportatore in grado di veicolare il 
farmaco selettivamente all’interno di cellule tumorali resistenti. 
I nanotubi di carbonio si sono rivelati il candidato ideale dato che hanno dimostrato di non 
possedere tossicità intrinseca verso le cellule successivamente a trattamenti ossidativi. 
L’obbiettivo al quale vogliamo mirare è quello di ottenere una risposta biologica diminuendo 
al massimo la dose di metformina utilizzata e così facendo minimizzare il più possibile gli 
eventuali effetti collaterali del farmaco sui pazienti. 
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3 Descrizione del lavoro 
3.1 Funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio 
3.1.1 Ossidazione dei nanotubi di carbonio 
Lo scopo di questa tesi è la preparazione di un sistema di drug delivery basato sui nanotubi di 
carbonio. La prima parte del lavoro sintetico quindi, riguarderà la modifica proprio di questo 
materiale. I CNTs utilizzati in questo studio sono nanotubi a parete multipla disponibili in 
commercio1. Sono caratterizzati da un diametro compreso tra i 6 ed i 9 nanometri ed una 
lunghezza variabile tra 1 e 4 m. L’ossidazione dei nanotubi “pristine” ha più scopi: rimuove 
impurezze metalliche residue del processo di preparazione;82 riduce la lunghezza media dei 
nanotubi; introduce una serie di gruppi funzionali ossigenati (essenzialmente gruppi 
carbossilici, ma anche epossidici, chetonici e fenolici); rimuove eventuale carbone amorfo 
formatosi nel processo di preparazione dei CNT. In particolare la riduzione della lunghezza 
media e la presenza dei gruppi carbossilici rende più semplice la loro dispersione in solventi 
acquosi, condizione necessaria per ipotizzarne l’uso in applicazioni biomediche. 
 
Schema 3: Metodo di produzione nanotubi di carbonio ossidati (2) 
 
Per l’ossidazione, i MWCNT pristine (1) vengono dispersi mediante breve sonicazione in una 
miscela di H2SO4 e HNO3 concentrati, in rapporto 3:1,
83 che viene poi scaldata sotto 
agitazione magnetica, a 100 °C per 30’. La sospensione finale viene quindi diluita, con 
attenzione, con acqua e sottoposta ad una serie di centrifugazioni. Ogni volta, il materiale 
solido centrifugato viene ridisperso in una miscela H2O/i-PrOH. Infine il solido viene filtrato e 
                                                     
1
 Sigma Adrich Carbon nanotube, multi-walled, product n.724769, lot. MKBH7743V CAS: 308068-56-6. 
36 
 
ridisperso più volte in H20 fino all’ ottenimento di acque di lavaggio che presentano un pH 
circa 6. Questo trattamento ha lo scopo di allontanare completamente le tracce dei reagenti 
acidi, in particolare dell’acido nitrico (la cui presenza altererebbe i risultati dell’analisi 
elementare per quanto riguarda il contenuto in azoto). I nanotubi ossidati così ottenuti (2) 
mostrano, rispetto ai pristine, una maggiore disperdibilità nei comuni solventi organici, 
specialmente se sottoposti a brevi processi di sonicazione. La maggiore disperdibilità è un 
fattore chiave in quanto permette di aumentare la superficie libera disponibile per le 
successive reazioni di funzionalizzazione e rende più semplici le procedure sintetiche che 
verranno condotte in seguito. Sulle dispersioni acquose dei nanotubi ossidati è stata 
effettuata un’analisi di tipo morfologico con il microscopio a trasmissione elettronica (TEM). 
Da qui si evidenzia come i nanotubi ossidati presentano una forma disaggregata e si possono 
individuare con facilità le strutture dei singoli nanotubi. 
 
 
Figura 17: Immagini TEM di MWCNT-pristine 
 
 
Figura 18: Immagini TEM di OX-MWCNT 
37 
 
Una semplice comparazione degli spettri FT-IR dei nanotubi ossidati e dei nanotubi pristine, 
mette in evidenza il diverso grado di funzionalizzazione. I due spettri IR riportati, eseguiti in 
KBr ed in atmosfera inerte, si differenziano essenzialmente per l’aumentata intensità della 
banda a circa 3425 cm-1 relativa allo stretching OH e per la comparsa di una banda intensa a 
circa 1704 cm-1 dovuta allo stretching C=O dei gruppi carbossilici, accompagnata dalla banda 
a circa 1570 cm-1 attribuita allo stretching C=C della struttura grafitica.  
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Figura 19: Spettri FT-IR a confronto di nanotubi di carbonio ossidati (rosso) e nanotubi pristine (blu) 
 
 
La quantificazione dei gruppi carbossilici è stata svolta, seguendo le metodiche presenti in 
letteratura,84 tramite una semplice titolazione potenziometrica. La curva di titolazione 
ottenuta permette di calcolare un quantitativo di gruppi acidi presenti sui nanotubi di 
carbonio pari a 5,12 mmol/g. 
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Curva Titolazione Ox-MWCNT (1,006 mg/ml) con NaOH (1 mM) 
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Assumendo che tutti i gruppi acidi siano gruppi carbossilici se ne ricava che la loro 
percentuale in peso ammonta a circa il 23 %. 
D’altra parte il risultato dell’analisi elementare (tabella 1) suggerisce una quantità di 
ossigeno vicina al 21%. I dati ottenuti sembrano abbastanza in accordo. 
 
 
Tabella 1:analisi elementare Ox-MWCNT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Composto % C % H % N 
2 77,72 0,84 0,20 
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Infine è stata eseguita una analisi termogravimetrica il cui risultato è riportato nella figura 
seguente. 
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Figura 20:Analisi termogravimetrica di Ox-MWCNT 
 
Per riscaldamento ad elevate temperature la perdita in peso del materiale arriva quasi al 
45% suggerendo una vasta decomposizione del materiale. 
 
 
 
 
40 
 
3.2 Funzionalizzazione Ox-MWCNT con reazione di Tour 
Successivamente i nanotubi ossidati (2) vengono funzionalizzati tramite la reazione di 
Tour.19,20 La reazione prevede la formazione del sale di diazonio a partire da aniline in 
presenza di iso-amilnitrito. Nel nostro caso, per poter decorare i nanotubi con gruppi azide, è 
stato necessario utilizzare come reagente la 4-azido-anilina (3). Questa è stata ottenuta a 
partire da 4-bromoanilina in una reazione catalizzata da Cu(I) in presenza di sodio azide.85 
L’intermedio 3 servirà poi nella reazione di Tour per ottenere i nanotubi decorati (4) che 
verranno utilizzati nelle successive reazioni di cicloaddizione. 
 
 
Schema 4: Ottenimento azido-anilina (3) e funzionalizzazione nanotubi ossidati con reazione di Tour 
 
Al termine della reazione i nanotubi vengono filtrati e rilavati molte volte con l’ausilio di DMF 
fino all’ottenimento di acque di lavaggio incolori in modo da togliere eventuale azido-anilina 
in eccesso. Dato che la determinazione del grado di funzionalizzazione dei nanotubi ossidati 
con i gruppi azide si ha tramite analisi elementare, abbiamo effettuato ulteriori lavaggi dei 
nanotubi con MeOH in maniera tale da essere certi di togliere tutta la DMF residua e non 
falsare così il carico di azoto.  
La caratterizzazione del materiale risultante conferma che la reazione ha portato 
all’ottenimento del composto 4. Diagnostico, a questo riguardo, è risultato lo spettro IR 
riportato nella figura seguente.  
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Figura 21: Spettri FT-IR a confronto di nanotubi di carbonio ossidati (2) (rosso) e nanotubi-azide (4) (blu) 
 
Confrontando gli spettri IR dei composti 2 e 4, appare evidente la presenza, nello spettro dei 
nanotubi-azide, di un nuovo picco a 2115 cm-1 caratteristico del gruppo azide relativo allo 
stretching NN. L’intensità del segnale appare significativa anche rispetto a quella della 
banda a 3425 cm-1 che non viene influenzata dal passaggio sintetico. 
Un dato quantitativo sul grado di funzionalizzazione è offerto dall’analisi elementare del 
materiale. 
 
 
Composto % C % H % N Funzionalizzazione gruppi azide 
2 77,72 0,84 0,20 - 
4 79,10 1,74 4,26 0,97mmol/g CNTs 
 
Tabella 2: Analisi elementari svolte sui campioni 2 e 4 e calcolo del grado di funzionalizzazione dei gruppi 
azide sui nanotubi 
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3.3 Preparazione della sonda fluorescente 
La sonda fluorescente da noi utilizzata per la funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio è 
una molecola a base di boro-dipirrometene (BODIPY). Fluorofori appartenenti a questa 
famiglia hanno già trovato applicazione in studi biologici e risultano particolarmente stabili 
dal punto di vista chimico. Particolarmente semplice inoltre risulta la loro modifica 
strutturale che consente di avere uno stretto controllo sulle caratteristiche spettroscopiche 
di queste molecole. Nel nostro caso andremo a sintetizzare derivati del Bodipy che 
contengono un gruppo alchinico terminale. L’ottenimento dell’alchino è fondamentale per la 
successiva reazione di click che permette l’ancoraggio covalente della sonda ai nanotubi 
funzionalizzati azide conferendo loro particolari caratteristiche di fluorescenza. Di seguito è 
riportato lo schema complessivo della sintesi. Per i vari step abbiamo seguito la procedura 
riportata in letteratura86 e discussa nel dettaglio nella parte sperimentale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schema 5:  Procedura sperimentale di  sintesi della sonda fluorescente (8) 
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I vari step di sintesi hanno visto un miglioramento delle rese nell’ottenimento dei vari 
intermedi se confrontati con lavori di tesi precedenti*. Sicuramente la parte più problematica 
è stata proprio quella iniziale per la preparazione del composto 5. Si sfrutta il procedimento 
A per andare a produrre proprio questo intermedio con buone rese, ma tutta la fase di work-
up risulta molto difficoltosa. La parte di purificazione tramite imbuto separatore, infatti, 
incorre inevitabilmente nella formazione di emulsioni molto persistenti che, anche se 
lasciate a riposo, non si dissolvono. Solo un’accurata filtrazione dell’emulsione consente, 
successivamente, di separare la fase organica da quella acquosa. L’ottenimento dei diversi 
intermedi sintetici descritti nello schema precedente viene confermata da una semplice 
analisi delle variazioni dello spettro 1H-NMR. 
 
 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 8,31 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,53 (d, J = 8,5Hz, 2H), 5,91 (s, 2H), 2,35 (s, 6H), 1,29 (s, 6H). 
 
Figura 22: Spettro 
1
H-NMR del composto 5 
 
                                                     
*
 Tesi svolta da Furio Lanciano presso l’Università degli studi di Firenze, anno accademico 2012/2013 
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Lo spettro 1H-NMR del composto 5 ne dimostra la struttura: il segnale vicino a 8 ppm è 
infatti attribuito al sistema aromatico para-disostituito (idrogeni a e b nella struttura),mentre 
il singoletto a 5,91 ppm è attribuibile ai due protoni, equivalenti, dei due anelli pirrolici 
(idrogeni d nella struttura). I quattro gruppi metilici risultano a due a due equivalenti. Le due 
coppie risultano però molto differenziate, risuonando a circa 1,25 (coppia metili c) e 2,25 
ppm (coppia metili e). Il protone in posizione f non è stato invece rilevato. 
 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 8,39 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,02 (s, 2H), 2,56 (s, 6H), 1,36 (s, 6H). 
 
Figura 23 Spettro 1H-NMR del composto 6 
                                                 
La formazione del sistema diazaborinanico del composto 6 porta a lievi cambiamenti dello 
spettro che consistono in piccole variazioni del chemical shift dei diversi segnali, tutte verso 
campi più bassi. In particolare il segnale degli idrogeni pirrolici (Hd) passa da 5,91 ppm a 6,02 
ppm mentre protoni metilici si spostano da 2,35 a 2,56 ppm per gli Hc, e da 1,29 a 1,36 ppm 
per gli He. Queste variazioni sono legate all’effetto di impoverimento elettronico dei sistemi 
pirrolici a causa della formazione del complesso diazaborinanico. Non si osservano 
spostamenti significativi dei segnali relativi all’anello benzenico sostituito. 
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 1H NMR (CDCl3) δ 7,01 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,97 (s, 2H), 3,83 (s, 2H), 2,54 (s, 6H), 
1,49 (s,6H).  
 
Figura 24 Spettro 
1
H-NMR del composto 7 
 
Sostanziale invece la variazioni del chemical shift di questi stessi segnali nello spettro 1H del 
prodotto 7. La riduzione del gruppo nitro a gruppo amminico, infatti, determina uno shift 
importante degli idrogeni aromatici. Grazie all’effetto mesomerico del gruppo ammino, 
opposto rispetto a quello del gruppo nitro, si riscontra uno shift generale a frequenze più 
basse a circa 7,00 e 6,78 ppm. Si ha inoltre un’ inversione del segnale degli idrogeni di questo 
sistema, in quanto il segnale degli idrogeni Hb risulta a frequenze inferiori rispetto a quello 
degli idrogeni Ha. La comparsa del segnale a 3,83 ppm è da attribuirsi alla formazione del 
gruppo amminico. Praticamente trascurabili risultano, questa volta, le variazioni di chemical 
shift dei segnali relativi a gruppi metilici. Infine, partendo dal composto 7, si è proceduto alla 
sua derivatizzazione con acido pentinoico per ottenere il composto 8. 
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 
1
H NMR (CDCl3) δ 7,68 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,24 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 5,97 (s, 2H), 2,64 (s, 4H), 
2,54 (s, 6H), 2,10 (s, 1H), 1,42 (s, 6H). 
 
Figura 25 Spettro 
1
H-NMR del composto 8 
 
Questa volta il sistema AA’BB’ si sposta verso campi più bassi e si nota la scomparsa del 
segnale amminico (nel composto 7 era a circa  4 ppm) e la presenza del segnale a circa 7,5 
ppm relativo al gruppo ammidico. Ovviamente, risultano diagnostici anche i segnali a 2,10 
ppm (H terminale del gruppo alchinico) ed il singoletto a circa 2,60 ppm da assegnare ai 4 
atomi di idrogeno della catena alifatica che risultano tutti e 4 accidentalmente isocroni.  
Il composto 8 viene caratterizzato tramite analisi UV-Vis e fluorescenza ad una 
concentrazione di 50 ppm in DMF. Si può notare dallo spettro sottostante come questo 
composto possieda una banda di assorbimento a 501 nm, mentre in fluorescenza il massimo 
è spostato a 511 nm. 
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Figura 26 : Spettro UV-Vis in (nero) e fluorescenza (rosso) del composto 8 (DMF 0.5 mg/mL) 
 
Date le caratteristiche di fluorescenza del composto 8 abbiamo deciso di funzionalizzare le 
pareti dei nanotubi-azide(4) con questo composto. Sfruttando la reazione di click tra questi 
due prodotti renderemo infatti i nanotubi di carbonio un materiale fluorescente in grado di 
essere rilevato all’interno delle cellule tramite tecniche di citofluorimetria. La procedura di 
funzionalizzazione dei CNTs è riportata in dettaglio nella parte sperimentale. 
  
3.3.1 Decorazione dei nanotubi di carbonio con sonda fluorescente 
 
 
 
Schema 6: Attacco del BODIPY alchino sui nanotubi di carbonio funzionalizzati azide 
 
I due composti precedentemente sintetizzati, i nanotubi-azide 4 ed il BODIPY-alchino 8, 
rappresentano i due reagenti utili per effettuare una reazione di tipo CuAAC (Copper 
catalyzed azide alkyne cycloaddition).87,88 Questa reazione è una formale reazione di 
cicloaddizione catalizzata da composti di Cu (I) che avviene tra azidi organiche e tripli legami 
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C-C terminali a formare un anello triazolico. Abbiamo utilizzato delle condizioni leggermente 
differenti da quelle riportate in letteratura.89 Nel nostro caso infatti si utilizza come 
catalizzatore a base di rame il CuI∙P(OEt)3 ed abbiamo posto il tutto sotto agitazione per 48 h 
in presenza di DIPEA, (la base ha il compito di deprotonare il complesso  Cu-CC). Il work-
up della reazione consiste nella semplice filtrazione della dispersione in DMF su filtri 
SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). Particolare attenzione è stata posta nella 
filtrazione prolungata e ridispersione ripetuta del materiale in DMF fresca per allontanare 
ogni traccia di reagenti ed in particolar modo del composto 8 in eccesso. Un lavaggio finale 
con MeOH garantisce infine l’allontanamento della DMF, che è altobollente. Il materiale 
viene poi lasciato sottovuoto, in un essiccatore, fino a peso costante.  
Una prima caratterizzazione del materiale è offerta alla spettroscopia UV-Vis e di 
fluorescenza. Lo spettro UV dei nanotubi ossidati (2) presenta un fondo continuo, legato allo 
scattering causato dalla dispersione del materiale grafitico che aumenta di intensità 
passando dai 700 nm fino ai 200 nm. Lo spettro del resto è del tutto analogo a quanto già 
riportato nella letteratura.90 
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Figura 27: Spettro di assorbimento Uv-vis di ox-MWCNTs (H2O, 0.02 mg mL
-1
) 
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La funzionalizzazione con la sonda 8, porta alla comparsa di una banda di assorbimento a 
501 nm. Da notare come non vi siano variazioni sostanziali allo spettro di assorbimento di 8 
una volta che la sonda risulta ancorata alla parete dei nanotubi: il massimo di assorbimento 
rimane invariato a 501 nm.  
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Figura 28: confronto spettri UV-Vis di Bodipy (8) (rosso) e CNTs-Bodipy (9) (nero) 
 
Si nota invece un piccolo red-shift per quanto riguarda la fluorescenza il cui massimo passa a 
513 nm (511 nm per la sonda libera) per irraggiamento a 488 nm.  
 
 
Figura 29: Spettri di assorbimento ed emissione a confronto del composto 9 (DMF 0,05 mg /mL) 
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Una valutazione quantitativa del grado di funzionalizzazione del materiale viene ottenuta 
sfruttando la presenza dell’atomo di boro presente sulla sonda fluorescente. Attraverso 
un’analisi ICP-AES (Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy), infatti, è 
possibile risalire alla quantità di boro presente nel campione. La presenza di boro è 
caratteristica solamente della sonda BODIPY e quindi non risente di interferenze da parte dei 
reagenti.  
I risultati ICP sono riportati nella tabella sottostante.  
 
Composto Boro (mg/g) BODIPY per g di MWCNT 
9 8.246 0.76 mmol 
 
Tabella 3: Quantificazione sonda fluorescente sui CNTs-Bodipy (9) 
 
Questo mostra un aspetto tipico della reattività dei gruppi funzionali presneti su i nanotubi 
di carbonio: non tutti i gruppi sono ugualmente disponibili alla successiva derivatizzazione. 
Infatti, come calcolato precedentemente il composto 4 presenta un contenuto di azide pari a 
0.96 mmol/g. Avendo aggiunto all’ambiente di reazione Bodipy alchino (8) in quantità più 
che stechiometrica (vedi nella parte sperimentale), osserviamo che la conversione dei gruppi 
azide, a formare l’anello triazolico non è completa (78%). 
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3.3.2 Preparazione dei CNT-Biotina 
 
Per la costruzione di un sistema di drug delivery occorre legare ai nanotubi anche un 
selettore, cioè una porzione molecolare che possa interagire in modo efficace con recettori 
tipici delle cellule bersaglio del sistema, ad esempio cellule tumorali.35,91,92,93 Un semplice 
esempio di selettore è senz’altro la biotina il cui recettore viene sovraespresso su un gran 
numero di tipi di tumori. La biotina verrà legata ai nanotubi ossidati seguendo lo stesso 
approccio sintetico utilizzato per il BODIPY 8. Occorrerà quindi produrre una semplice 
propargilammide, nota in letteratura,94 della biotina per poter poi effettuare una reazione 
CuAAC.   
 
 
Schema 7: Funzionalizzazione dei CNT-azide con biotina-alchinio 
 
 
Le condizioni di reazione e di purificazione sono del tutto analoghe a quelle descritto 
precedentemente e la biotina alchino in eccesso verrà eliminata solamente tramite lavaggi 
ripetuti con acqua mQ su filtri su filtri SARTORIUS in Nylon. La quantificazione del carico di 
biotina verrà anche stavolta analizzato mediante analisi ICP-AES. 
 
 
Tabella 4: Quantificazione biotina su composto 31 mediante analisi ICP-AES 
 
Effettuando la stessa tipologia di calcolo effettuata per il composto (9) si può evidenziare 
stavolta come la quantità di legante che si va effettivamente a legare sui nanotubi di 
Composto Zolfo mg/g Funzionalizzazione biotina 
31 5.925 0.18 mmol/g 
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carbonio risulti stavolta intorno al 20% dei gruppi azide totali presenti sulla superficie. Il 
risultato è abbastanza basso ma, come vedremo più avanti, sufficiente ad eseguire dei test 
biologici significativi. 
 
3.3.3 Preparazione Ox-MWNT decorati (11) con Bodipy e biotina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Infine, è stata effettuata una doppia funzionalizzazione dei nanotubi ossidati, aggiungendo, 
oltre al fluoroforo anche il selettore biotina. La reazione viene condotta in maniera analoga a 
quella precedentemente riportata per l’ottenimento del composto 9, aggiungendo in questo 
caso contemporaneamente anche il composto 10. Il materiale, isolato per filtrazione, subisce 
una serie ulteriore di lavaggi con acqua mQ allo scopo di allontanare le tracce di biotina non 
reagita residua. La conferma che la reazione è avvenuta si ha incrociando i dati raccolti 
attraverso le spettroscopie Uv-Visibile e fluorescenza con i dati ICP-AES.  
Schema 8: Progetto sintetico di nanotubi funzionalizzati con sonda fluorescente e selettore 
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Figura 30: Spettri di assorbimento ed emissione del composto 11 (DMF 0,05 mg /mL) 
  
 
Di nuovo, lo spettro UV-Vis del composto 11 mostra la presenza della banda di assorbimento 
di 8, anche se in questo caso l’intensità della banda a 501 nm è bassa. Ciononostante, per 
irraggiamento a 473 nm diventa chiaramente visibile l’emissione di fluorescenza a 509 nm. 
Per provare che la biotina si sia effettivamente legata sui nanotubi, si utilizza di nuovo la 
tecnica ICP-AES per valutare la quantità di zolfo presente su i nanotubi 11. 
 
 
Composto Boro (mg/g) Zolfo (mg/g) 
11 
6.298 6.847 
BODIPY per g di MWCNT Biotina per g di MWCNT 
0.58 mmol 0.21 mmol 
 
Tabella 5: Quantificazione biotina e Bodipy su composto 11 mediante analisi ICP-AES 
 
I risultati mostrano come si sia, effettivamente, ottenuto un materiale nanostrutturato 
doppiamente funzionalizzato. Nonostante che i due reagenti (biotina e BODIPY) siano stati 
utilizzati in rapporto equimolecolare, i dati ICP-AES mostrano che il rapporto tra le due 
decorazioni sia di circa di 3:1. Nella funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio risulta 
difficile avere un controllo preciso nel caso di funzionalizzzioni miste. La reazione avviene, di 
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fatto, in fase eterogenea e molti sono i parametri che influiscono sulla reattività dei singoli 
componenti: solubilità nel solvente, interazioni supramolecolari con i nanotubi, ingombro 
sterico ecc... 
 
3.3.4 Riassunto test biologici e tossicità 
L’efficacia del selettore biotina sui nanotubi è già stata provata in un precedente lavoro di 
tesi*. È stato riscontrato come non solo i composti precedentemente ottenuti riuscissero ad 
entrare all’interno di diverse tipologie di cellule tumorali come MCF-7 (cellule derivanti da 
carcinoma mammario), o DU145 (cellule derivanti da cancro della prostata), ma anche come 
la presenza del selettore sui CNT riuscisse ad aumentarne il grado di internalizzazione di ben 
16 volte, rispetto ai nanotubi funzionalizzati con il solo fluoroforo. Questo studio ha 
permesso inoltre di evidenziare come i nanotubi funzionalizzati con BODIPY e BODIPY-
biotina non risultassero avere un’azione citotossica sulle cellule tumorali. Soltanto una 
leggera tossicità è stata riscontrata a concentrazioni elevate (40 µg/mL). 
3.4 Funzionalizzazione CNTs con metformina attaccata 
covalentemente 
Una volta sintetizzato il sistema di trasporto e verificatane l’efficienza e la non-tossicità si è 
proceduto allo studio della sua funzionalizzazione con molecole biologicamente attive ed in 
particolare, come illustrato nel paragrafo 2.8, ci si è indirizzati verso l’introduzione di un 
antimetabolita, la metformina. Esistono già in letteratura alcuni esempi di funzionalizzazione 
di nanotubi di carbonio con metformina. Gli scopi dei lavori citati per questa derivatizzazione 
sono almeno due: l’ottenimento di materiale capace di complessare nanoparticelle 
metalliche95–97 e quello di ottenere materiale per l’applicazione più classica della 
metformina, cioè l’uso come antidiabetico per il trattamento del diabete di tipo 2.98,99  
Due sono inoltre le caratteristiche che accomunano tutti questi lavori:  
                                                     
*
 Tesi svolta da Lorenzo Venturini presso Università degli studi di Firenze, anno accademico 2013/2014 
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1) Si tratta di materiali in cui la metformina è legata covalentemente ai nanotubi attraverso 
la formazione di legami ammidici sfruttando i gruppi carbossilici presenti sui nanotubi 
ossidati. 
2) In nessun caso viene effettuata una valutazione quantitativa del carico di metformina. 
Anche quando il materiale è utilizzato in esperimenti in vivo per valutare l’effetto 
antiglicemico in topi,99 gli autori comparano l’efficacia della metformina libera con la stessa 
quantità in peso del materiale carbonioso. Diventa quindi difficile capire quale sia il 
contributo della molecola biologicamente attiva e quale quello dei nanotubi. Inoltre la 
formazione di legami covalenti cambia del tutto la natura del farmaco e non vi è certezza 
della mantenimento dell’attività biologica. Anche se la metformina legata in modo covalente 
avesse mantenuto la sua attività biologica, la sua estrema vicinanza alla parete del nanotubo 
avrebbe potuto limitarne l’efficacia. Era quindi necessario iniziare da capo uno studio più 
dettagliato sulla reattività della metformina verso i nanotubi di carbonio ossidati ed, 
eventualmente, trovare anche altri modi, per la decorazione dei nanotubi con metformina, 
che non siano la semplice formazione di un legame ammidico. Questo studio rappresenta 
una parte importante di questo lavoro di tesi e si è anche avvantaggiato dell’aiuto di due tesi 
triennali che si sono svolte in contemporanea. Proprio una delle due tesi triennali si era 
dedicata al tentativo di legare la metformina a degli spaziatori che consentissero una 
maggiore accessibilità della metformina mantenendo la stessa filosofia già utilizzata per la 
decorazione con Bodipy o con biotina. 
 
 
Schema 9: Progetto sintetico per attacco metformina dotata di “spacer” su MWCNT-azide 
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Questa strada si è rivelata infruttuosa in quanto, la reattività della metformina risulta 
piuttosto modesta e questo approccio è stato quindi abbandonato velocemente. Le ripetute 
ricerche bibliografiche svolte per cercare di funzionalizzare la meformina hanno messo in 
evidenza come, essenzialmente, la metformina sia utilizzata sotto forma di sale, in 
formulazione con una grande quantità di diversi acidi carbossilici.100  
Per questo motivo abbiamo deciso di seguire due diversi approcci sintetici: la formazione di 
sali con le funzioni carbossiliche dei nanotubi e la formazione di derivati ammidici.  
Nei lavori di letteratura la sintesi dei derivati ammidici viene fatta trasformando i gruppi 
carbossilici nei corrispondenti cloruri acilici per trattamento con cloruro di tionile o cloruro di 
ossallile e la successiva trasformazione in ammide avviene per trattamento con metformina 
a circa 120 °C per più giorni in DMF. Il trattamento risulta quindi piuttosto drastico e poco 
adatto a sistemi polifunzionalizzati in quanto si potrebbe incorrere nel distacco o 
degradazione di molecole attaccate covalentemente sulla superficie del nanotubo grazie 
all’elevata temperatura. Si è quindi cercato di studiare la reattività della metformina in 
diverse condizioni di reazione cambiando il metodo di attivazione dei gruppi carbossilici.  
A giustificazione dei dati riportati in questa sezione è utile anticipare alcune considerazioni: 
uno dei principali problemi che occorre affrontare nello studio della funzionalizzazione dei 
nanotubi di carbonio (così come del grafene) è l’analisi quantitativa del grado di sostituzione 
che si ottiene ogni volta che si esegue una reazione. Le tecniche classiche della chimica 
organica (due su tutte: la spettroscopia NMR e la spettroscopia di Massa) non sono 
utilizzabili a causa della natura polimerica del materiale e della sua scarsa disperdibilità nei 
vari solventi. Più adatte si rivelano altre tecniche: analisi ICP-AES (da noi ampiamente 
utilizzate nella sezione precedente), analisi elementare e l’analisi termogravimetrica. Nella 
sezione seguente abbiamo fatto uso quasi esclusivamente dell’analisi elementare valutando 
essenzialmente variazioni del contenuto in azoto dei campioni analizzati. L’analisi 
termogravimetrica, invece, non è stata utilizzata. La motivazione è che alcuni tentativi 
iniziali, fatti in altri lavori di tesi precedenti su addotti nanotubi-Metformina, non hanno dato 
risultati facilmente razionalizzabili. Nell’esperienza del gruppo di ricerca in cui si è svolto 
questo lavoro di tesi, risultati più significativi sono stati ottenuti attraverso l’utilizzo della 
TGA-MS, in cui alla tecnica della termogravimetria viene accoppiata una analisi dello spettro 
di massa dei gas prodotti. Per far questo però occorre individuare una via di decomposizione 
preferenziale del campione che porti a prodotti tipici, individuati dallo spetro di massa. In 
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questo modo è possibile assegnare una particolare perdita in peso del campione analizzato, 
in un particolare intervallo di temperatura, ad una precisa decomposizione termica. Nel caso 
particolare degli addotti nanotubi-metformina questo non è stato possibile. 
 
3.4.1 Attivazione con N-idrossi succinimmide (NHS) 
Per effettuare una funzionalizzazione dei gruppi carbossilici con metformina, è necessario 
preventivamente effettuarne un’attivazione. Questo può essere fatto con vari metodi. 
Poiché in futuro, è prevista la funzionalizzazione di nanotubi già decorati con altri gruppi 
funzionali, abbiamo esplorato varie modalità di attivazione iniziando dalle condizioni di 
reazione più blande. 
 
 
Schema 10: Progetto sintetico per la produzione di CNT attivati con NHS 
 
L’attivazione dei gruppi acidi dei nanotubi ossidati, con NHS, è una reazione già nota in 
letteratura.101 L’N-etil-N'-(3-dimetilamminopropil) carbodiimmide cloridrato (EDAC) attiva i 
gruppi carbossilici garantendo così la loro sostituzione con la NHS. I nanotubi ossidati 
vengono dispersi in una soluzione tampone di acido 2-(N-morfolino)etansolfonico (MES 
buffer), sonicando la soluzione per 5’. Successivamente, dopo l’aggiunta di NHS ed EDAC, 
anche questi disciolti in MES, si pone il tutto sotto agitazione magnetica per 1 h a 
temperatura ambiente. La miscela viene poi sottoposta a processi di filtrazione su filtri in 
PTFE idrofilici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) ed il residuo viene lavato 
ripetutamente con MES, ed infine con acqua mQ per allontanare eventuale EDAC e NHS non 
reagiti ed il MES stesso. Il composto 12 viene quindi caratterizzato con analisi IR ed analisi 
elementare. 
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Composto Carico di N% Carico di NHS per 1 g di CNT 
2 0.20 / 
12 0.83 0.46 mmol 
 
Tabella 6: Quantificazione gruppi -NHS su OX-CNTs (2) 
 
Da una comparazione dei dati appare come la funzionalizzazione dei gruppi carbossilici sia 
stata marginale (circa il 10%) 
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Figura 31: Spettri FT-IR a confronto di nanotubi di carbonio ossidati (rosso) e nanotubi funzionalizzati con 
NHS (blu) 
 
Dal confronto degli spettri IR ricavati da nanotubi di carbonio ossidati e nanotubi di carbonio 
funzionalizzati con NHS si vede subito come non vi siano differenze per quanto riguarda la 
banda a 3425 cm-1. Il picco a 1704 cm-1 scompare lasciando un picco a 1721 cm-1, attribuibile 
ai C=O dell’ NHS e possiamo osservare un segnale a 1582 cm-1 . 
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3.4.2 Attivazione di CNTs con cloruro di ossallile (COCl)2 
La seconda tipologia di funzionalizzazione che siamo andati ad utilizzare è sempre una 
reazione di sostituzione nucleofila acilica nella quale gli acidi carbossilici presenti sulla 
superficie dei nanotubi di carbonio ossidati vengono convertiti nei corrispondenti cloruri 
acilici seguendo lo schema riportato in figura. La clorurazione avviene utilizzando il cloruro di 
ossallile.102,103  
 
Schema 11: Progetto sintetico per la produzione di CNTs attivati con gruppi -COCl 
 
La reazione prevede la sospensione dei nanotubi di carbonio ossidati utilizzando il (COCl)2 
come solvente. Si aiuta la dispersione tramite un rapido processo di sonicazione e si 
mantiene la reazione ad una temperatura di 70 °C per 24 h in atmosfera inerte. Terminato il 
tempo di reazione , il (COCl)2 viene allontanato tramite distillazione sotto vuoto, una volta 
seccati, i nanotubi vengono lavati su filtri in PTFE idrofobici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 
25 mm) con abbondante toluene anidro ed un ultimo lavaggio con pentano. Così facendo 
siamo sicuri di aver allontanato tutto il cloruro di ossallile eventualmente adsorbito sui 
nanotubi. Una volta seccati tramite pompa a vuoto andiamo a caratterizzare mediante 
spettroscopia IR il composto ottenuto. 
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Figura 32: Spettri FT-IR a confronto di nanotubi di carbonio ossidati (rosso) e nanotubi funzionalizzati con 
(COCl)2 (blu) 
 
 
In questo caso le variazioni dello spettro IR, dopo trattamento con cloruro di ossallile, sono 
decisamente più marcate. Si nota, come sempre, il mantenimento della banda a 3400 cm-1 
mentre vi è una sostanziale differenza nell’intervallo 1750-1500 cm-1. Infatti il picco 
principale in questa zona diventa quello a 1715 cm-1 mentre i segnali a 1600 cm-1 risultano 
decisamente meno intensi. La trasformazione dei gruppi carbossilici nei rispettivi cloruri 
acilici provoca lo spostameno a numeri d’onda maggiori dello stretching C=O.  
In letteratura per reazioni analoghe non vengono proposti metodi di indagine particolari per 
verificare che la reazione per la produzione di questo intermedio sia andata a buon fine.102 
Probabilmente, proprio a causa dell’estrema instabilità del composto, viene caratterizzato 
solamente il prodotto finale ottenuto. 
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3.4.3 Attacco covalente della metformina su nanotubi attivati con NHS 
Una volta ottenuti i derivati attivati dei nanotubi si è iniziato lo studio della loro reattività 
con metformina. Il primo derivato utilizzato è stato il composto attivato con NHS. Un primo 
tentativo di reazione di 12 con metformina è stato effettuato a temperatura ambiente (12 h) 
ed un secondo tentativo a 60 °C per 48 h. Entrambi non hanno portato ad alcuna reazione, 
infatti, il carico di azoto calcolato tramite analisi elementare non è assolutamente variato.  
 
Schema 12: Progetto sintetico per l’ancoraggio covalente di metformina a nanotubi attivati con -NHS 
 
La reazione viene quindi ripetuta scaldando a 120 °C per ben 72 ore. 
Al termine della reazione il prodotto viene recuperato e filtrato su filtro SARTORIUS in Nylon 
(pore size 0.2 µm da 25 mm) assicurandoci di allontanare la DMF, l’NHS eventualmente 
rimasta adsorbita sui nanotubi che eventualmente può essersi staccata dai nanotubi a causa 
delle drastiche condizioni di esercizio, e la metformina in eccesso che non ha reagito con 
questi. Effettuiamo quindi cicli di lavaggio con acqua mQ ed infine MeOH, il quale si è 
dimostrato il solvente ideale per allontanare la metformina libera in eccesso. Il composto, 
che viene opportunamente recuperato e seccato, viene sottoposto ad analisi elementare per 
cercare di quantificare il grado di funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio con il farmaco 
tramite il confronto del carico di azoto tra il composto 12 ed il composto 15 ottenuti. 
 
 
Tabella 7: Quantificazione metformina presente su MWCNTs attivati con -NHS 
Composto Carico di N% Carico di metformina per 1 g di CNT 
12 0.83 - 
15 12.37 1.65 mmol 
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Da questi dati possiamo evidenziare come le drastiche condizioni alle quali viene condotta la 
reazione permetta una funzionalizzazione dei nanotubi di carbonio circa 3,5 volte superiore 
di quanto ci potessimo attendere da una prima analisi del quantitativo di NHS presente sui 
nanotubi. Per cui escludendo eventuali errori di sovrastima dovuti all’errato metodo di 
allontanamento della metformina in eccesso, questo esperimento suggerisce che la 
metformina possa legarsi ai nanotubi ossidati in modo diverso da quello atteso, ad esempio 
attraverso reazioni nei confronti di altre funzioni ossigenate presenti sui nanotubi ossidati 
(epossidi, chetoni, gruppi carbonilici α-β-insaturi) o su difetti strutturali reattivi della parte 
dei nanotubi stessi. 
 
3.4.4 Attacco covalente della metformina su nanotubi attivati con (COCl)2  
 
Schema 13: Progetto sintetico per l’ancoraggio covalente di metformina a nanotubi attivati con -COCl 
 
Analogamente alla reazione precedente, si è proceduto alla funzionalizzazione dei nanotubi 
di carbonio con la metformina, attivati stavolta con (COCl)2, lavorando in condizioni 
abbastanza spinte. Il prodotto 13, essendo molto sensibile all’acqua viene disciolto in DMF 
anidra, viene aggiunta successivamente la metformina libera ed infine la miscela viene posta 
per 40 h a 120° sotto costante flusso di N2. Una volta terminata la reazione viene seguita la 
stessa procedura di allontanamento della metformina in eccesso riportata nel paragrafo 
precedente. Anche in questo caso notiamo un aumento del carico di azoto come 
riscontrabile dalla seguente tabella il quale risulta tuttavia inferiore rispetto a quello 
misurato per il composto 15. 
Per quanto riguarda il composto 13 si presuppone che il contenuto di azoto presente non 
abbia subito variazioni rispetto a quello misurato per i nanotubi ossidati. 
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Tabella 8: Quantificazione metformina presente su MWCNTs attivati con -COCl 
 
Anche se, in questo caso, la percentuale di azoto risulta inferiore a quella ottenuta nel primo 
tentativo, il carico di metformina sui nanotubi ossidati non è poi così diverso rispetto a 
quello ottenuto precedentemente. 
 
3.4.5 Reazione della metformina con nanotubi ossidati e con nanotubi pristine 
Per cercare di razionalizzare la reattività della metformina nei confronti dei nanotubi sono 
stati eseguiti due esperimenti ulteriori in cui la metformina viene fatta reagire ad alta 
temperatura (120 °C) per tempi lunghi (72 h) con nanotubi ossidati non attivati (2) e con 
nanotubi pristine (1). Per brevità non viene ripetuto lo schema di reazione. Il work up come 
di consueto consiste in ripetute filtrazioni su filtri a porosità 0.2 μm lavando con una serie di 
solventi polari per terminare con lavaggi abbondanti di acqua mQ ed, a seguire, MeOH.  
La tabella seguente riporta i carichi percentuali di azoto rilevati con l’analisi elementare. 
 
Composto Carico di N% 
Carico di metformina per 1 
g di CNT 
2 0.20 - 
1 0 - 
(2) + metformina 4,01 0,54 mmol 
(1) + metformina 1,58 0,23 mmol 
 
Tabella 9: Quantificazione metformina presente su Ox-MWCNTs (2) e MWCNTs-pristine dopo trattamento in 
condizioni drastiche 
 
Quindi anche non attivando i gruppi carbossilici riusciamo ad mettere in evidenza una 
reattività della metformina. In questa situazione non ci aspettiamo di ottenere sali per 
reazione della metformina con i gruppi carbossilici(vedi oltre) perché i lavaggi con acqua mQ 
a pH 6 e metanolo in altri esperimenti hanno rimosso completamente la metformina.  
Composto Carico di N% Carico di metformina per 1 g di CNT 
13 0.19 - 
16 8.20   1.14mmol 
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3.5 Salificazione di nanotubi ossidati  
In letteratura sono presenti studi in cui la metformina forma dei Sali,104 se questa viene fatta 
reagire in presenza di gruppi carbossilici. Basandoci su questa idea vogliamo provare a 
formare un composto nel quale la metformina si attacchi ai nanotubi in maniera non 
covalente. Si vuole arrivare alla formazione di un composto che leghi tramite interazioni 
elettrostatiche i gruppi carbossilici dei nanotubi di carbonio ossidati ed i gruppi amminici 
della metformina libera. 
 
Schema 14: Progetto sintetico dell’attacco della metformina tramite interazione non covalente 
 
I nanotubi ossidati vengono dispersi in acetone e ad essi viene aggiunta la metformina libera, 
disciolta in acetone ed aggiunta goccia a goccia sotto agitazione magnetica a temperatura 
ambiente per un tempo di 2h. La miscela viene lavata su filtri in PTFE idrofilici (Wathmann, 
pore size 0.2 µm da 25 mm) con isopropanolo ed acetone per eliminare la metformina non 
reagita. Il grado di funzionalizzazione del composto 17 viene calcolato attraverso un’analisi 
elementare con la quale si va a quantificare l’azoto presente all’interno del campione e 
quindi calcolando il carico di metformina inserito sui nanotubi di carbonio. 
 
Composto Carico di N% Carico di metformina per 1 g di CNT 
2 0.20 - 
17 15.58 2.20 mmol 
 
Tabella 10: Carico di metformina salificata su CNTs  
 
È possibile notare come dei 3 metodi utilizzati per funzionalizzare i nanotubi di carbonio, 
questo sia quello che permette di massimizzare il carico di metformina su i nanotubi. 
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Nonostante la quantità di metformina libera, aggiunta durante il processo sintetico, sia quasi 
il quadruplo (in moli) dei gruppi carbossilici stimati, la decorazione è avvenuta per meno del 
50 %. La funzionalizzazione ottenuta è riproducibile mantenendo invariata la metodologia 
operativa. Se si procede ad ulteriori lavaggi con solventi molto polari ad esempio con acqua 
o metanolo, la quantità di metformina depositata su i nanotubi, diminuisce sensibilmente 
fino, in casi estremi, a non mostrare alcun incremento del carico di azoto misurato tramite 
analisi elementare. 
 
 
3.5.1 Preparazione CNT salificati in presenza di sonda fluorescente e selettore 
Una volta nota la procedura di preparazione dei nanotubi salificati, sono necessari due ultimi 
step sintetici effettuati per andare a comprendere se la salificazione della metformina sui 
nanotubi induce delle variazioni nei processi di internalizzazione del vettore. A tale scopo 
abbiamo preventivamente deciso di funzionalizzare i nanotubi con la nostra sonda 
fluorescente e con il nostro selettore prima di salificare la metformina sulla superficie del 
nanotubo seguendo i seguenti schemi di reazione. 
 
Schema 15: Schema di reazione dell’attacco della metformina tramite interazione non covalente su nanotubi 
fluorescenti (9) 
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Composto Carico di N% Carico di metformina per 1 g di CNT 
9 4.37 - 
32 8.32 0.56 mmol 
 
Tabella 11: Quantificazione di metformina salificata su nanotubi funzionalizzati Bodipy 
 
 
Schema 16: Schema di reazione dell’attacco della metformina tramite interazione non covalente su nanotubi 
funzionalizzati con il selettore biologico (33) 
 
 
 
Composto Carico di N% Carico di metformina per 1 g di CNT 
31 4.26 - 
33 7.46 0.46 mmol 
 
Tabella 12: Quantificazione di metformina salificata su nanotubi funzionalizzati biotina 
 
Le procedure sintetiche sono le stesse già riportate in questo lavoro di tesi per cui non 
verranno discusse ulteriormente. 
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3.6 Attacco covalente di metformina su nanotubi funzionalizzati 
biotina 
 
 
Schema 17:Progetto sintetico per la funzionalizzazione covalente tra metformina (14) e nanotubi-biotina 
attivati con (COCl)2(34) 
 
Una volta attaccata la biotina sulle pareti dei nanotubi , questi andranno funzionalizzati con 
l’antimetabolita tramite il meccanismo sintetico già visto in precedenza. Dovremo quindi 
attivare la superficie dei nanotubi di carbonio utilizzando il cloruro di ossallile per favorire la 
formazione del legame ammidico. La presenza del selettore tuttavia ci impedisce di andare 
ad utilizzare condizioni di reazione eccessivamente drastiche, in quanto l’utilizzo di alta 
temperatura porterebbe ad un attacco della metformina sui nanotubi, ma potrebbe anche 
causare il distacco, oppure la decomposizione del nostro selettore, il quale non avrebbe più 
la funzione per cui è stato progettato. Abbiamo quindi deciso di effettuare la reazione di 
attacco della metformina ad una temperatura di 80°, mantenendo inalterato il tempo di 
reazione. La quantificazione del grado di funzionalizzazione dei due rispettivi componenti è 
stata effettuata incrociando l’analisi elementare per valutare il carico di metformina, e 
l’analisi ICP per valutare la quantità di eteroatomo presente correlabile all’attacco avvenuto 
da parte della biotina. 
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Da questi risultati si può vedere come diminuendo la drasticità delle condizioni di reazione il 
quantitativo di metformina che si va ad attaccare ai nanotubi di carbonio nel composto 35 
risulti notevolmente inferiore se paragonato in rapporto al composto 16. Vediamo subito 
come il numero di moli dell’antimetabolita risulti circa 9 volte inferiore. 
I successivi test biologici sono stati eseguiti utilizzando il derivato covalente ottenuto a 
partire dai nanotubi ossidati attivato con (COCl)2, perchè prodotti in maggiore quantità.  
3.7 Test biologici su HT29R 
Una volta sintetizzati e caratterizzati i nanotubi sono stati effettuati test biologici in vitro per 
testarne l’efficacia. I test sono stati effettuati dal Dr. Paolo Paoli del Dipartimento di Scienze 
Biomediche dell’Università di Firenze. Come modello sperimentale principale sono state 
utilizzate cellule HT29R, una tipologia di cellule che deriva dal carcinoma del colon resistente 
al 5-Fluoro uracile (5-FU). Il Dr. Paoli da tempo studia questo tipo di cellule ed il loro 
metabolismo di tipo respiratorio che le rende sensibili all’azione della metformina.64 
Parallelamente sono stati effettuatti test anche su HT29, cellule del carcinoma del Colon non 
resistenti al 5-FU. 
 
3.7.1 Test preliminari 
I primi test effettuati riguardano la risposta delle cellule HT29R all’azione dei semplici 
nanotubi ossidati caricati con metformina in forma salificata (17) ed nanotubi legati 
covalentemente con metformina (16). In questo test le cellule sono state trattate con 5-FU in 
concetrazione 20 µM. Ad una cultura cellulare è stata somministrata metformina libera in 
concentrazioni 1 mM, ad una seconda coltura semplici nanotubi ossidati (a testarne la 
tossicità intrinseca, 10 g/mL) mentre ad altre due i composti 16 od 17 in concentrazione di 
Composto Zolfo mg/g Funzionalizzazione biotina 
31 5.925 0.18 mmol/g 
Composto % N Funzionalizzazione metformina 
31 4.26 - 
35 5.19 0.13 mmol/g 
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10 µg/mL (inteso come materiale totale). Le condizioni di incubazione delle cellule sono 
standardizzate, 37 °C in atmosfera contenente il 5 % di CO2 per 48 h. Alla fine di questo 
tempo la tossicità dei composti è stata valutata con il saggio al Bromuro di 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Questo saggio colorimetrico standard misura la 
vitalità cellulare sfruttando la reazione di riduzione dell’MTT da parte di alcune idrogenasi 
mitocondriali come riportato nello schema 15. La reazione porta alla formazione di cristalli di 
(E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano (Formazano) di colore blu/violaceo, che 
vengono solubilizzati in DMSO e quantificati per via spettrofotometrica.  
 
 
Schema 18: Reazione generale di riduzione dell’ MTT a Formazano 
 
 
Figura 33: Vitalità cellulare di HT29R, determinata attraverso il test MTT. Controllo, cellule non trattate; 2, 
cellule incubate con ox-MWCNTs; 17, cellule trattate con CNTs salificati con metformina; 16, cellule trattate 
con CNTs legati covalentemente a metformina; Met, cellule trattate con metformina libera 1 mM. I dati 
riportati sono stati normalizzati rispetto al controllo. I dati riportati rappresentano il valor medio +/- S.E.M. 
(n = 4). 
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Dalla figura 33 risultano evidenti alcuni effetti:  
 
1) I nanotubi ossidati non presentano tossicità intrinseca. Questo risultato non era ovvio 
nonostante già studi precedenti effettuati su cellule del cancro al seno MCF7 avessero dato 
un risultato analogo, infatti colture di cellule chemoresistenti trattate con il citotossico sono 
sempre abbastanza sensibili ad agenti esterni.  
2) La semplice aggiunta di metformina ha, come atteso, effetti sensibili sulla diminuzione di 
vitalità delle cellule. Da notare come questa parziale riduzione della vitalità sia stata ottenuta 
con una concentrazione molto elevata (1 mM) non adatta al trattamento di pazienti.  
3) Il sale ottenuto da nanotubi ossidati e metformina (17) risulta del tutto inattivo. 
4) Il composto 16 (metformina legata covalentemente ai nanotubi) risulta attivo. 
Particolarmente interessante è considerare che questo livello di attività è stato ottenuto con 
una quantità di metformina decisamente inferiore. Se infatti si considera che il carico in 
metformina del composto 16 è del 1,14 mmol/g di CNT ne segue che la concentrazione reale 
del composto biologicamente attivo è solamente di 0.0114 mmol/L. La metformina legata ai 
nanotubi quindi risulta circa 100 volte più attiva di quella libera. Occorre adesso capire 
perché la forma salina risulti del tutto inattiva. In realtà il composto 17 era quello sul quale 
erano riposte le speranze maggiori, considerando che la forma terapeutica della metformina 
più diffusa è proprio quella salina (generalmente cloridrata ma anche molti sali con acidi 
carbossilici). Per analizzare meglio questo aspetto, i test sono stati ripetuti utilizzando il sale 
32 ottenuto per trattamento con metformina di nanotubi ossidati recanti la sonda 
fluorescente. Come visto precedentemente, le cellule HT29R sono state trattate con 5-FU 
(20 µM) ed incubate, dopo aggiunta della soluzione (10 µg/mL) del composto 32, per 90 min. 
Parallelamente è stato ripetuto l'esperimento utilizzando i semplici nanotubi fluorescenti 
(composto 9). Successivamente le cellule sono state lavate con tampone fosfato (PBS) ed 
analizzate al citofluorimetro. Questa tecnica consente di determinare le caratteristiche di 
fluorescenza delle cellule mentre queste fluiscono in un mezzo liquido. I segnali registrati 
Composto Controllo 2 17 16 Met 
Vitalità(%) 100 106.1 90.6 55.5 61.1 
S.D (+/-) 7.4 12.5 25.1 22.9 27.2 
E.S. 2.1 7.2 14.5 13.2 13.6 
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derivano dalla fluorescenza intrinseca della cellula e dalla eventuale presenza di molecole 
fluorescenti al suo interno. I risultati dell’analisi citofluorimetrica sono riportati in figura 34. 
 
Figura 34: test di nanotubi di carbonio salificati con metformina su cellule HT29R resistenti dopo 90 min di 
esposizione. a) test di controllo, cellule non trattate; b) Cellule trattate con composto 9 (nanotubi 
fluorescenti); c) cellule trattate con composto 32 (sale). 
L’immagine a (figura 34) mostra quale sia il livello di fluorescenza “intrinseco” delle cellule 
HT29R. Questo dato serve come “bianco” per poter rimuovere quindi la fluorescenza di 
fondo. L’immagine b mostra il livello di fluorescenza delle cellule trattate con semplici 
nanotubi recanti la sonda fluorescente. Come atteso mostra un maggiore livello di 
fluorescenza dovuto alla internalizzazione dei nanotubi. L’immagine c, in modo del tutto 
inatteso, invece mostra un livello di fluorescenza del tutto invariato rispetto al fondo 
naturale. Se ne deduce che i nanotubi salificati con metformina non vengono internalizzati 
dalle cellule. Per un’ulteriore conferma, l’esperimento è stato ripetuto con un tempo di 
incubazione maggiore, 20 h.  
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Figura 35: test di nanotubi di carbonio salificati con metformina su cellule HT29R resistenti dopo 20 h di 
esposizione. a) test di controllo, cellule non trattate; b) Cellule trattate con composto 9 (nanotubi 
fluorescenti); c) cellule trattate con composto 32 (sale). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 13: Composto 9 MWCNTs-bodipy; composto 32 MWCNTs-bodipy +metformina sale 
 
I risultati sono praticamente identici e confermano una inattesa difficoltà dei nanotubi 
salificati con metformina a penetrare la membrana cellulare. 
 
Tempo di 
incubazione 
Fluorescenza (%) 
Controllo Composto 9 Composto 32 
90 minuti 1.3 47.6 4.2 
20 ore 2.4 83.4 5.2 
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3.7.2 Test di internalizzazione su cellule HT29 e con cellule PANC-1 
Come ulteriore prova sono state effettuate prove di internalizzazione su cellule tumorali 
HT29 non resistenti al 5-FU. Infatti solitamente l’acquisizione della resistenza causa 
generalmente un incremento dell’espressione di numerose proteine di membrana in grado 
di estrudere i chemioterapici.105 Sebbene i CNT siano strutture molto grandi, queste proteine 
potrebbero favorire la veicolazione di questi al di fuori dell’ambiente cellulare. Vengono 
seguite le stesse procedure di internalizzazione riportate precedentemente, ottenendo i 
seguenti risultati. 
 
Figura 36: Test di nanotubi di carbonio salificati con metformina su cellule HT29 dopo 20 h di esposizione. a1) 
test di controllo, cellule non trattate; b1) Cellule trattate con composto 9 (nanotubi fluorescenti); c1) cellule 
trattate con composto 32 (sale). 
 
 
 
 
 
 
Figura 37: Composto 9 MWCNTs-bodipy; composto 32 MWCNTs-bodipy+metformina sale 
 
Tempo di 
incubazione 
Fluorescenza (%) 
Controllo Composto 9 Composto 32 
90 minuti 1.5 75.4 2.7 
20 ore 2.1 90.5 4.0 
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Infine per escludere una specifica resistenza all’internalizzazione propria delle cellule HT29 
ed HT29R lo stesso esperimento è stato ripetuto con cellule PANC-1, una linea cellulare del 
carcinoma del pancreas. Per brevità non vengono riportati i dati ma il risultato è del tutto 
analogo ai precedenti. 
Da questi risultati risulta come la mancata internalizzazione dei nanotubi non dipenda dalla 
tipologia di cellula trattata, ma dalle caratteristiche dello stesso nanotubo in forma salina. 
Questo risultato è in accordo con i risultati di tossicità, del tutto assente. Sul perché questo 
avvenga non siamo ancora in grado di rispondere. Questo risultato, infatti, contraddice 
quanto generalmente riportato in letteratura sulla generalità della internalizzazione dei 
nanotubi indipendentemente dal tipo di cellula.106 La presenza di specie cariche (la 
metformina nella sua forma protonata) non è necessariamente una giustificazione: sono 
presenti in letteratura esempi in cui nanotubi funzionalizzati con dendrimeri terminanti con 
gruppi ammonici quaternari sono utilizzati come trasportatori intracellulari di si-RNA.93 Un 
possibile ipotesi, ma siamo ancora a livello speculativo, è che la metformina, in forma 
salificata, possa inibire uno o più meccanismi di internalizzazione dei nanotubi. Esperimenti a 
supporto di questa ipotesi verranno svolti nel dipartimento di Scienze Biomediche. 
 
3.7.3 Studio di tossicità del composto covalente 
Nei test preliminari è stato osservato come la metformina legata in modo covalente ai 
nanotubi (composto 16) sia in grado di causare la morte cellulare delle HT29R. Perciò sono 
state fatte ulteriori analisi per capire quale sia la dose maggiormente tossica e la 
concentrazione rispetto alla quale si ottiene lo stesso effetto del farmaco libero. Sono stati 
quindi condotti due esperimenti paralleli: un primo esperimento in cui a colture cellulari di 
HT29R, trattate con 5-FU) è stata somministrata metformina libera a dose crescenti (Figura 
36) ed un esperimento in cui viene invece somministrato il composto 16 a dosi crescenti 
(Figura 37). Dopo la somministrazione le cellule vengono incubate per 48 h. 
Anche in questo caso per valutare la tossicità viene eseguito un test con MTT, con la stessa 
procedura vista prima, che valuta la mortalità cellulare in funzione della quantità di 
materiale somministrato. 
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Figura 38: Vitalità cellulare di HT29R trattate con metformina libera, determinata attraverso il test MTT.  
0, cellule non trattate; 0.5, cellule incubate con metformina libera 0.5mM; 1, cellule incubate con 
metformina libera 1mM; 2.5, cellule incubate con metformina libera 2.5mM; 5, cellule incubate con 
metformina libera 5mM;10, cellule incubate con metformina libera 10 mM. i dati riportati sono stati 
normalizzati rispetto al controllo. I dati riportati rappresentano il valor medio +/- S.E.M. (n = 4) 
 
 
 
Dose(mM) 0 0,5 1 2,5 5 10 
Vitalità% 100 87,7 80,7 49,0 21,9 7,8 
S.D. (+/-) 3,5 6,1 9,8 1,8 3,2 1,6 
E.S 1,7 3,1 4,9 0,9 1,6 0,8 
 
Come atteso, la metformina ha un’azione tossica nei confronti delle cellule HT29R ma questa 
diventa apprezzabile solo a concentrazioni non terapeutiche. La dose con LD50 richiede una 
concentrazione 2,5 mM. Questa è, fondamentalmente, la ragione per cui ancora la 
metformina non può trovare applicazione in trattamenti combinati con citotossici su 
pazienti. 
Diversa invece è l’effetto registrato utilizzando i nanotubi di carbonio come vettori. 
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Figura 39: Vitalità cellulare di HT29R trattate con il composto 16 a concentrazioni di 0.5, 2.5, 5, 10, 20 µg/mL, 
determinata attraverso il test MTT. Contr, cellule trattate con il composto 2. I dati riportati sono stati 
normalizzati rispetto al controllo e rappresentano il valor medio +/- S.E.M. (n = 4) 
 
Dose (µg/mL) C 0,5 2,5 5 10 20 
Vitalità% 100 87,8 62,1 61,3 41,7 35,4 
S.D. (+/-) 6,2 14,7 24,8 30,7 29,8 36,9 
E.S 2,2 5,2 8,8 10,8 10,5 13,0 
 
 
Anche nel caso del test di somministrazioni di dosi crescenti di composto 16 si osserva una 
diminuzione della vitalità cellulare che si stabilizza a partire da una dose del composto di 10 
g/mL. Per questa dose, e per quelle più alte di CNTs funzionalizzati, la vitalità cellulare 
oscilla fra il 41 % e il 49 %. Un simile effetto si ha con la metformina libera 2.5 mM, che 
corrisponde a 322.93 g/mL. Come mostrato nella figura 39, per 10 g di composto 16 la 
quantità di metformina inserita sui CNTs è di 1.47 g/mL; quindi, il sistema di drug delivery 
con i CNTs permette di incrementare l'efficacia della metformina di più di 200 volte anche se 
questa efficacia non sembra aumentare oltre queste dosi. 
 
Composto Vitalità Quantità di metformina g/mL 
Metformina libera (2.5mM) 49.0+1.8 322.93 
16 (10 g/mL) 41.7+29.8 1.47 
 
Tabella 14: Concentrazioni di metformina a paragone dello stesso effetto 
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3.7.4 Test su nanotubi salificati con metformina dotati di selettore  
Infine ci siamo posti il problema di verificare se la presenza di un selettore come la biotina, la 
cui azione è quella di favorire processi di endocitosi, possa favorire la internalizzazione di un 
sistema così refrattario come si è rivelato il composto 17 (nanotubi metformina sale). E’ 
stato quindi fatto uno studio sulla tossicità del composto 33 in parallelo con il composto 31 
(nanotubo biotina). 
 
Figura 40: vitalità cellulare di HT29R, determinata attraverso test MTT. Contr cellule trattate con composto 2; 
31 cellule incubate con CNTs-biotina; 33, cellule trattate con CNTs-biotina-metformina sale. I dati riportati 
presentano il valor medio +/- S.E.M (n = 4) 
 
Composto Contr 31 33 
Vitalità% 100 77.4 24.3 
S.D. (+/-) 9.8 38.5 5.2 
E.S 4.9 19.2 2.6 
 
Come possiamo osservare la presenza della biotina incrementa notevolmente la tossicità dei 
CNTs, superando inoltre le difficoltà legate allo scarso assorbimento dei nanotubi salificati da 
parte delle cellule. L’effetto riscontrato per il composto 33 è paragonabile a quello ottenuto 
per la metformina libera 5 mM, ovvero a una quantità di 645.83 g/mL di farmaco. 
Considerando che la concentrazione di metformina raggiunta somministrando 10 g/mL di 
composto 33 è 0.60 µg/mL, appare evidente che l'inserimento del selettore determina un 
forte incremento dell'efficacia della metformina. Dai nostri calcoli risulta che la metformina 
trasportata mediante il composto 33 risulta essere circa 1000 volte più potente della 
metformina libera. 
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3.8 La famiglia delle MCT (monocarboxylate transporter) 
caratteristiche e funzionalità  
Le MCT sono delle proteine di membrana adibite al trasporto di molecole che presentano un 
gruppo carbossilico, come L-lattato, piruvato e corpi chetonici come acetoacetato e β-idrossi 
butirrato, all’interno della membrana plasmatica. Sono note differenti isoforme di MCT in 
grado di svolgere questo compito nelle cellule dei mammiferi ed ognuna è distinta dalla 
differente affinità per substrati ed inibitori per queste proteine. Tutte le tecniche di indagine 
utilizzate dimostrano che le MCT-1 presentano una elevata selettività nei confronti di 
substrati monocarbossilici a catena corta. Come principale trasportatore del lattato, MCT-1 è 
alla base della simbiosi metabolica nei tumori.54,107 Inibitori di questo trasportatore potranno 
essere usati anche come selettori specifici per tessuti tumorali da utilizzare per rendere più 
specifico il processo di “delivery” attraverso i nanotubi di carbonio. 
 In letteratura è noto inoltre come sia possibile inibire l’assorbimento di metaboliti come L-
lattato e piruvato somministrando alle cellule α-ciano 4-idrossi cinnamato (CHC).108 Queste 
molecole sono state utilizzate in alcune pubblicazioni come inibitori specifici dei recettori  
MCT-1 senza tuttavia indurre una inibizione in altri trasportatori. 
Dalla letteratura56, inoltre, risulta come praticamente tutte le molecole che presentano 
gruppi carbossilici sono specifici per questa famiglia di enzimi, ma l’α-chetobutirrato si 
dimostra particolarmente affine a queste proteine di membrana. Da qui è nata l’idea di 
andare a costruire per via sintetica un derivato dell’ acido α-chetobutirrico ed un derivato 
del α-ciano 4-idrossicinnamato che fossero in grado di riconoscere selettivamente questa 
famiglia di proteine di membrana, responsabile del trasporto, attraverso le membrane 
plasmatiche. 
Nel tentativo di mantenere la stessa filosofia di funzionalizzazione dei nanotubi abbiamo 
quindi previsto una sintesi che portasse a derivati recanti un gruppo alchinico terminale e 
caratterizzati da una lunghezza della catena alchilica sufficiente ad ottenere una 
apprezzabile spaziatura tra la superficie dei nanotubi di carbonio e ed i gruppi funzionali 
Il primo derivato di cui si è studiata la sintesi è il composto 25 caratterizzato dalla presenza di 
un gruppo α-cheto carbossilico. La sintesi realmente effettuata è quella riportata nello 
schema seguente. Di seguito analizzeremo più in dettaglio ogni passaggio sintetico. 
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Schema 19: Progetto sintetico per la realizzazione del derivato α-chetocarbossilico 
 
Il progetto sintetico si basa sulla sintesi di un etere simmetrico e sulla successiva 
monoprotezione di uno dei due gruppi alchinici terminali. La sintesi inizia quindi dal 5-esin-1-
olo (18) che viene trasformato nel corrispondente ioduro. 
 
3.8.1 Sintesi 6-iodo-es-1-ino (19) 
 
 
Schema 20: sintesi 6-iodo-es-1-ino (19) 
 
La reazione non presenta particolari difficoltà se non la rimozione del trifenilfosfinossido che 
si forma come sottoprodotto. Non è risultato sufficiente un lavaggio con etere di petrolio 
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della miscela solida per garantirne l’allontanamento e si è resa necessaria una purificazione 
con colonna cromatografica.  
 
 1H NMR (CDCl3) δ 3,21 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,23 (td, J = 6,9, 2,6 Hz, 2H), 2,06 – 1,85 (m, 3H), 1,74 – 
1,52 (m, 2H). 
 
Figura 41: spettro 
1
H-NMR del composto 19 
 
Lo spettro 1H-NMR dimostra l’avvenuta reazione: il tripletto a 3,21 ppm sarà attribuibile ai 2 
idrogeni a dato che più di tutti risentono della vicinanza dello iodio (nell’alcool di partenza 
risuonavano infatti a 3,63 ppm). Il tripletto di doppietti a 2,23 ppm è invece da attribuire ai 
protoni in posizione d. Il multipletto tra 2,06 e 1,85 ppm, dato il suo valore di integrazione, 
raggruppa i protoni di tipo c e di tipo e. L’ultimo multipletto rimane quindi da assegnare ai 
protoni in posizione b. 
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3.8.2 Sintesi composto (20) 
La reazione successiva è la reazione di Williamson per la formazione di eteri simmetrici. 
 
 
 
Schema 21: sintesi del composto 20 
 
Seguendo un lavoro trovato in letteratura109 per un composto simile si lavora in condizioni 
anidre in presenza di una base abbastanza forte in grado di deprotonare il gruppo alcolico e 
renderlo così reattivo per la reazione di sostituzione nucleofila. Nonostante questa reazione 
sia stata provata diverse volte, il composto purificato tramite colonna cromatografica 
presenta al massimo una resa intorno al 20%.  
 
 1H NMR (CDCl3) δ 3,42 (t, J = 6,1 Hz, 4H), 2,22 (td, J = 6,8, 2,6 Hz, 4H), 1,95 (t, J = 2,6 Hz, 2H), 1,81 – 
1,49 (m, 8H). 
 
Figura 42: spettro 
1
H-NMR del composto 20 
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3.8.3 Sintesi composto (21) 
 
 
Schema 22: sintesi composto 21 
 
In questo passaggio sintetico si procede alla protezione di uno dei due gruppi alchinici 
terminali. In questo sarà possibile differenziarne la reattività.110 Il problema fondamentale di 
questa reazione non riguarda tanto le condizioni alle quali questa viene condotta, quanto il 
metodo di purificazione. Abbiamo infatti verificato come il passaggio in colonna 
cromatografica su gel di silice porti ad una decomposizione del prodotto e quindi questo non 
sia purificabile. Dall’interpretazione dello spettro 1H-NMR si può tuttavia vedere come la 
reazione sia avvenuta in modo accettabile, nonostante il prodotto presenti qualche 
impurezza. 
 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,43 (t, J = 6,2 Hz, 4H), 2,27 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,24 – 2,19 (m, 2H), 1,97 – 
1,88 (m, 1H), 1,74 – 1,64 (m, 4H), 1,64 – 1,55 (m, 4H), 1,10 – 1,02 (m, 21H). 
 
Figura 43: spettro 1H-NMR del composto 21 
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In seguito alla monoprotezione la molecola perde la sua simmetria e ciò comporta una 
inevitabile complicazione dello spettro 1H-NMR. Il primo segnale partendo da sinistra a 3,43 
ppm essendo quello a frequenze più alte apparterrà ai protoni più deschermati presenti 
all’interno della molecola e quindi a quelli legati ai carboni più vicini all’atomo di ossigeno He 
e Hf. Il tripletto ed il multipletto successivi a 2,27 e 2,21 ppm essendo le tipologie di protoni 
più vicini ai gruppi alchinici sono correlati rispettivamente agli idrogeni in posizione i ed in 
posizione b. Il segnale ristretto a 1,93 ppm, dato il suo valore di integrazione è attribuibile 
all’idrogeno del gruppo alchinico terminale. Come detto precedentemente la perdita della 
simmetria della molecola consente ai protoni della catena alchilica di sdoppiare il 
precedente multipletto in due multipletti a 1,70 e 1,60 ppm che vengono quindi assegnati 
rispettivamente ai protoni HgHh +HdHe. Infine il picco a 1,05 ppm dato il suo elevato valore di 
integrazione è attribuibile invece ai 21 protoni dei gruppi isopropilici del gruppo protettore 
che risultano isocroni. 
 
3.8.4 Sintesi composto (22) 
 
Schema 23: sintesi composto 22 
 
Anche questa reazione è stata presa dalla letteratura111 e riadattata per la nostra molecola e 
consiste semplicemente nella bromurazione dell’alchino terminale non protetto con N-
bromosuccinimmide in presenza di un catalizzatore di argento. Anche questa come la 
reazione precedente non viene purificata tramite colonna cromatografica, dato che il 
composto dà in colonna dei prodotti di decomposizione. Decidiamo quindi di fare la 
procedura di work up (vedi parte sperimentale) e di sottoporre il prodotto ottenuto come 
tale per il successivo step di reazione. 
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 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,41 (dd, J = 11,4, 6,2 Hz, 4H), 2,30 – 2,18 (m, 4H), 1,78 – 1,52 (m, 8H), 
1,10 – 0,95 (m, 21H). 
 
Figura 44: spettro 1H-NMR del composto 22 
 
Dall’interpretazione dello spettro 1H-NMR riportato di seguito si può notare come il picco a 
1,93 ppm sia scomparso e questo indica che la reazione è avvenuta con successo. La 
sostituzione dell’idrogeno del gruppo alchinico induce anche una sovrapposizione dei segnali 
dei protoni adiacenti ai carboni alchinici (Hb ed Hi) a 2,24 ppm. 
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3.8.5 Sintesi composto (23) 
 
Schema 24: sintesi composto 23 
 
Per riuscire ad ottenere un gruppo carbossilico terminale nel nostro legante è necessario 
prima trasformare l’alogenuro alchinico ottenuto con lo step precedente in un estere 
mediante un processo di ossidazione spinta.112 L’utilizzo del permanganato come agente 
ossidante serve a tale scopo. La procedura sintetica, viene descritta dettagliatamente nella 
parte sperimentale. Tuttavia come riportato per l’intermedio precedente, anche questo 
composto decompone se sottoposto a purificazione tramite colonna cromatografica su gel di 
silice e quindi verrò utilizzato come tale per lo step successivo. Qui verrà riportato come di 
consueto l’analisi dello spettro di risonanza magnetica nucleare protonica. 
 
1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,86 (s, 3H), 3,48 – 3,35 (m, 4H), 2,88 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,35 – 2,19 (m, 
2H), 1,80 – 1,47 (m, 8H), 1,09 – 1,02 (m, 21H). 
 
Figura 45: spettro 
1
H-NMR del composto 23 
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A conferma del fatto che la reazione sia avvenuta con successo è possibile notare, la 
comparsa del segnale a 2,88 ppm può essere attribuito alla coppia di protoni in posizione b, 
mentre la comparsa del singoletto a shift di 3,86 ppm è caratteristico del metile estereo 
raffigurato in posizione a. Per il resto l’interpretazione e l’assegnazione dei picchi può essere 
considerata analoga a quella del composto precedente per gli idrogeni rimanenti. Possiamo 
tuttavia notare come la mancanza di metodi di purificazione dei vari intermedi cominci a 
portare ad accumuli di prodotti non reagiti al suo interno, come ad esempio la serie di picchi 
a 2,25 ppm attribuibili ai protoni di tipo Hb del composto 22 
 
3.8.6 Sintesi composto (25) 
 
 
Schema 25: step finale di sintesi del derivato α-chetocarbossilico  
 
Come è possibile notare dallo schema di reazione sopraindicato abbiamo trasformato 
l’estere terminale, inizialmente in un carbossilato di litio seguendo una procedura nota in 
letteratura,113 e successivamente abbiamo acidificato con HCl fino a pH 2 misurato con 
cartina al tornasole,114 spostando così l’equilibrio verso la forma acida del carbossilato. 
Abbiamo deciso di ottenere la forma acida e di non fermarci al sale di litio, in quanto il 
composto O risulterebbe essere un tensioattivo a catena lunga. I tensioattivi vengono 
comunemente utilizzati negli studi sulle cellule quando si vuole lisare il materiale biologico e 
quindi questa molecola potrebbe non essere consona a svolgere l’azione per quale è sta 
progettata. La formazione dell’acido carbossilico non ha causato grandi difficolta dal punto 
di vista della sintesi, quanto invece dal punto di vista della purificazione su colonna. Infatti 
negli step precedenti, non sono state fatte purificazioni su colonna cromatografica di alcun 
tipo, perché sapevamo da antecedenti esperienze sintetiche, che gli intermedi sintetizzati 
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decomponevano in colonna. Ciò ha reso possibile l’accumulo di vari sottoprodotti 
indesiderati e di conseguenza la separazione di questi in colonna è stata particolarmente 
complessa. Sono state necessarie 2 colonne cromatografiche successive per riuscire ad 
isolare il prodotto 25 puro, ma questo ha diminuito in maniera sostanziale il quantitativo di 
prodotto ottenuto. Purtroppo la difficoltà incontrata nel processo di purificazione ci ha 
obbligato a non utilizzare questo selettore per l’effettivo scopo per il quale era stato 
progettato. La resa infima del prodotto 25 rispetto ai prodotti di partenza, non ci permette di 
ottenere quantità sufficienti per andare a funzionalizzare i nanotubi tramite la reazione di 
click. Abbiamo quindi deciso di abbandonare questo progetto e concentrarsi sullo sviluppo di 
un altro selettore in grado di inibire le MCT come descritto precedentemente. 
 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 3,56 – 3,31 (m, 6H), 2,27 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 1,82 – 1,47 (m, 8H), 1,14 – 0,91 (m, 21H). 
 
 
Figura 46: spettro 
1
H-NMR del composto 25 
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Dall’interpretazione dello spettro 1H-NMR si vede come la reazione possa considerarsi 
avvenuta. Infatti tutte le tipologie di protoni sono attribuibili ai vari chemical shift, e gli 
integrali ne rappresentano una ulteriore conferma. Il mutlipletto a 3,40 ppm è attribuibile ad 
una sovrapposizione dei segnali dei protoni Hb ,Hf ed He che essendo quelli più vicini agli 
ossigeni risultano essere più deschermati. Il tripletto a 2,27 ppm è attribuibile invece ai 
protoni in posizione Hi vicini al gruppo alchinico. Il protone direttamente legato al carbossile 
invece nonostante sia anomalo trovarlo in questo range è individuabile nell’intervallo 5,0 – 
4,4 ppm. I segnali rimanenti sono da attribuire invece ai gruppi di protoni già illustrati nei 
passaggi sintetici precedenti. Oltre all’analisi di risonanza magnetica, il composto è stato 
caratterizzato anche mediante spettrometria di massa-ESI rilevando un picco molecolare 
caratteristico del prodotto. 
 
3.8.7 Sintesi derivato α-ciano-4-idrossicinnamato 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Schema 26: Progetto sintetico preparazione derivato α-ciano-4-idrossi-cinnacinnamato 
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3.8.8 Formazione alchino derivato 
 
Figura 47: sintesi del composto 27 
 
Il primo step prevede lafunzionalizzazione di una molecola di p-idrossibenzaldeide con un 
equivalente di 6-iodo-es-1-ino (19). La procedura di sintesi è riportata nella parte 
sperimentale di questo lavoro di tesi e riprende un lavoro di sintesi riportato in letteratura 
per un composto analogo.115 Dopo una purificazione su colonna cromatografica in gel di 
silice il composto è stato isolato con successo come dimostra il seguente spettro 1H-NMR. 
 1H NMR (CDCl3) δ 9,88 (s, 1H), 7,83 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,08 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 
2,29 (td, J = 6,8, 2,6 Hz, 2H), 2,08 – 1,85 (m, 3H), 1,83 – 1,64 (m, 2H). 
 
Figura 48: spettro 1H-NMR del composto 27 
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Dallo spettro è possibile attribuire ad ogni segnale un preciso gruppo di protoni all’interno 
della molecola: 
 
 Il segnale a maggior chemical shift è chiaramente attribuibile al gruppo aldeidico 
essendo il protone più deschermato 
 Spostandosi verso la parte destra dello spettro, a chemical shift inferiori troviamo i 
doppietti del sistema aromatico BB’-CC’ 
 Il segnale a 4,08 ppm è attribuibile ad idrogeni che si trovano vicino ad un gruppo 
elettronegativo come Hd 
 Il mentre gli ultimi segnali appartengono al resto della catena alchinica 
 
3.8.9 Reazione con acido cianoacetico 
 
Schema 27: sintesi del composto 29 
 
 
Il prodotto purificato derivante dalla reazione precedente viene fatto quindi reagire con 
acido cianoacetico seguendo la procedura sperimentale riportata in letteratura.116 Anche in 
questo caso la reazione non prevede accorgimenti particolari ed il grezzo viene purificato su 
colonna. La caratterizzazione del prodotto avviene stavolta sia analizzando lo spettro 1H-
NMR ,la massa-ESI e l’analisi elementare riportando i seguenti risultati. La massa-ESI 
presenta un picco molecolare a 225,02 attribuibile ad un frammento del prodotto voluto 
privato della porte carbossilica, mentre un secondo picco a 268,78 con intensità 93% è 
attribuibile proprio al nostro composto. L’analisi elementare mostra valori molto simili a 
quelli calcolati teoricamente. Infine lo spettro 1H-NMR come mostrato nella figura 
sottostante è stato interpretato nella seguente maniera: 
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 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8,18 (s, 1H), 8,03 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,15 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,14 (t, J = 6,2 
Hz, 2H), 2,85 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 2,28 (td, J = 6,9, 2,5 Hz, 2H), 1,98 – 1,75 (m, 2H), 1,74 – 1,45 (m, 2H). 
 
Figura 49: spettro 1H-NMR del composto 29 
 
 
 Il picco riportato a 8,03ppm è attribuibile all’idrogeno adiacente al doppio legame 
essendo molto deschermato (Hb) 
 I doppietti seguenti spostandosi verso destra sono attribuibili ai protoni aromatici del 
sistema AA’-BB’ 
 Il tripletto riportato a 4,14 appartiene ai protoni della catena alchinica adiacenti 
all’ossigeno 
 Il tripletto a 2,85 ppm con una costante di accoppiamento di 2,6 Hz è stato attribuito 
al protone alchinico in accordo anche con il su valore di integrale. 
 I picchi rimanenti invece appartengono rispettivamente ad Hh il tripletto di doppietti 
a 2,28ppm ,Hf ed Hg i due multipletti ad 1,87 ed 1,84 ppm 
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Per una più accurata caratterizzazione del prodotto viene effettuata anche un’analisi FT-IR 
sul prodotto 
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Figura 50: Spettro FT-IR del composto 29 
 
Si nota nota immediatamente il segnale stretto a 3266 cm-1 tipico dello stretching dei legami 
di tipo C-H di tipo alchinico. Diagnostico il segnale a 2222 cm-1 caratteristico dello stretching 
del gruppo nitrilico. Inoltre due picchi molto intensi rispettivamente a 1176 e 1268 sono 
attribuibili allo stretching C-O di tipo etereo presente nella molecola.  
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3.8.10  Funzionalizzazione CNT con derivato cinnamico  
 
 
Schema 28: ottenimento nanotubi funzionalizzati con derivato α-ciano-4-idrossicinnamico 
 
 
Una volta ottenuto il derivato dell’ α-ciano-4-idrossi-cinnamato (29) lo andiamo ad attaccare 
sulla superficie dei nanotubi funzionalizzati azide tramite una procedura del tutto analoga a 
quella riportata per l’ottenimento dei nanotubi funzionalizzati Bodipy. Stavolta però la 
quantificazione del grado di funzionalizzazione del nanotubo viene effettuata per via 
termogravimetrica non disponendo di un eteroatomo rilevabile tramite analisi ICP-AES.  
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Lo spettro FT-IR, mostra la scomparsa quasi completa del segnale del gruppo azide a 2115 
cm-1 oltre che un notevole shift del picco a 3223 cm-1 attribuibile allo stretching –OH. Si 
notano anche due picchi molto intensi a 1172 e 1251 cm-1 tipici dello stretching C-O etereo. 
La reazione, quindi sembra essere avvenuta, almeno qualitativamente in modo completo e a 
conferma di ciò appare a 2214 cm-1 un debole segnale riconducibile allo stretching CN. Per 
cercare di ottenere un dato più significativo dal punto di vista quantitativo, è stata eseguita 
una analisi TGA ponendo in confronto il composto 30 con i nanotubi ossidati semplici 2. 
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Figura 51: confronto analisi termogravimetrica dei composti (2) e (30) 
 
 L’analisi TGA mostra una perdita in peso del composto 30 più elevata, rispetto a 2, del 17 % 
(fino a 700 °C). Ipotizzando che si sia così rimosso l’intero pendaglio, che differenzia 30 da 2, 
possiamo calcolare una funzionalizzazione pari al 50 % dei gruppi azide disponibili. Questo 
calcolo è però, probabilmente sovrastimato in quanto comprende anche la perdita in peso di 
quel 50% di gruppi azide che non hanno reagito. 
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Infatti in uno studio precedente era stata eseguita l’analisi del derivato 4 (nanotubi derivati 
con gruppi azide) analisi non riportata in questa tesi perché riferita ad un diverso batch di 
prodotto. Il risultato è quello riportato qui sotto. 
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Figura 52: confronto analisi termogravimetrica dei composti (2) e (4) 
 
 
Come si può vedere anche i gruppi fenil-azide danno una decomposizione a due temperature 
(intorno ai 200 °C ed intorno ai 450 °C). Scalini così netti come quelli riportati in figura 53 
non sono presenti in figura 52, comunque i dati fino ad ora raccolti non ci consentono di 
quantificare in modo preciso la funzionalizzazione dei nanotubi 30. 
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4 Parte sperimentale  
4.1 Reagenti e stumentazione  
 
I reagenti utilizzati di cui non è riportata la sintesi sono commercialmente disponibili 
(Aldrich, Fluka o TCI) e se non specificato, sono stati impiegati senza ulteriore purificazione. I 
valori di Rf sono riferiti a TLC su gel di silice (spessore 0.25 mm) supportate su alluminio 
(Merck). Gli spettri NMR sono stati acquisiti con strumentazione Varian Gemini 200 MHz o 
Varian Mercury 400 MHz, utilizzando vari solventi deuterati (CDCl3, CD3OD, DMSO). I valori di 
chemical shift sono espressi in δ(ppm) rispetto al riferimento tetrametilsilano (TMS). Le 
notazioni s, d, t, dd, , m, (riferite alla molteplicità del segnale) indicano rispettivamente: 
singoletto, doppietto, tripletto, doppietto di doppietti, e multipletto. Gli spettri IR sono stati 
registrati con uno spettrofotometro Perkin-Elmer FT-IR 881. Le frequenze di assorbimento 
sono espresse in numero d’onda wn (cm-1). Gli spettri UV-Visibile sono stati acquisiti con 
una strumentazione Varian Cary 4000 Uv-vis impiegando cuvette dallo spessore di 1 cm. Gli 
spettri di Fluorescenza sono stati registrati con uno spettrofluorimetro Jasco FP750, 
impiegando cuvette dello spessore di 1 cm. Le analisi elementari sono state eseguite 
utilizzando un Analizzatore Elementare CHN- S Flash E1112 Thermofinnigan. Le analisi ICP 
sono eseguite con Spettrofotometro a plasma di Argon ICP Perkin Elmer Optima 2000 OES 
DV. Le analisi TEM sono state effettuate presso il centro di microscopia elettronica (CE.M.E.) 
del CNR di Firenze con strumento TEM CM 12 PHILIPS. 
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4.2 Sintesi effettuate 
4.2.1 Ossidazione nanotubi di carbonio (2) 
 
Schema 29: ossidazione MWCNTs 
 
Una miscela di nanotubi pristine (505 mg), H2SO4 al 96% (30 mL) e HNO3 al 65% vengono 
posti sotto agitazione per 30’ a 100 °C. Successivamente la miscela è stata diluita con acqua 
mQ e centrifugata a 1400 RCF per 30’. Il surnatante viene allontanato, mentre il precipitato 
viene rilavato altre 2 volte con la stessa procedura. A questo punto si filtra la soluzione su 
filtri in policarbonato (Wathmann, pore size 0.2 µm da 47 mm) e lavando con acqua mQ 
abbondante finchè il pH del filtrato risulta circa 6 misurandolo con cartina al tornasole. Il 
solido viene raccolto ed essiccato in stufa a 80° per 12 h ottenendo i nanotubi ossidati (2) 
come polvere nera (249 mg). 
 
 IR (KBr) 3425,1704,1570,1211 cm-1 
 Analisi elementare (%): C, 77,72; H, 0,84; N, 0,20 
 
La quantificazione dei gruppi carbossilici viene effettuata tramite titolazione 
potenziometrica. 25,15 mg di composto 2 vengono pesati e portati a volume in un matraccio 
da 25 mL, ottenendo quindi una concentrazione di 1.006 mg/mL di MWCNT-Ox. Si prepara a 
questo punto uno standard di NaOH 1 mM che andremo a titolare con la soluzione di 
nanotubi precedentemente preparata. 
10 ml di NaOH 1 mM vengono messi in un becher tenuto sotto costante agitazione 
magnetica. Aggiungiamo ad una buretta la soluzione di nanotubi ossidati (2) e registriamo le 
variazioni di pH in funzione del volume aggiunto. 
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Curva Titolazione Ox-MWCNT (1,006 mg/ml) con NaOH (1 mM) 
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Dal calcolo del punto equivalente risulta che i gruppi carbossilici presenti sui nanotubi 
di carbonio siano 5,12 mmol/g 
 
4.2.2 Realizzazione azido-anilina (3) 
 
Schema 30: preparazione azido-anilina 
 
Prepariamo una soluzione di etanolo/acqua in rapporto 7:3 che viene degasata gorgogliando 
N2 per 20’. A questo punto si aggiungono in un palloncino tenuto sotto atmosfera inerte 
bromo-anilina (250mg, 1.45mmol), CuI (28mg, 0,145 mmol), 7 mL della miscela 
etanolo/acqua, sodio ascorbato (15mg , 0,073mmol), N,N’-dimetil-etilen-diammina (23 µL, 
0,218 mmol) e si mette tutto sotto agitazione magnetica per 10’. Si aggiunge NaN3
 (188 mg, 
2,9 mmol), dotiamo il palloncino di un refrigerante a bolle e portiamo la soluzione a riflusso 
per 3 h. A fine reazione si diluisce il composto ottenuto con 10 mL di acqua mQ e si estrae 
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con DCM (4x10 mL). La fase organica viene rilavata con H2O mQ (2x15 mL) ed anidrificata 
con Na2SO4, filtrata su cotone e concentrata al rotavapor ottenendo un solido marrone scuro 
(130 mg, resa 67 %).  
 1H NMR (CDCl3) δ 6,84 (d, J = 8, 2H), 6,67 (d, J = 8,7, 2H), 6,57 (s, 2H). 
 
 
Figura 53: Spettro 
1
H-NMR del composto 3 
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4.2.3 Realizzazione nanotubi-azide (4) 
 
Schema 31: funzionalizzazione nanotubi ossidati con reazione di Tour 
 
I nanotubi di carbonio ossidati (2) (51 mg) e 4-azido-anilina (3) (130 mg, 0,97 mmol) sono 
disciolti in di DMF anidra (6.2 mL). Successivamente alla soluzione si aggiunge isopentilnitrito 
sempre sotto atmosfera inerte (118 µL, 0.88 mmol). La dispersione viene sonicata per 10’ e 
successivamente si pone sotto agitazione per 24 h a 60 °C. La soluzione viene filtrata su filtri 
in PTFE idrofilici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) e lavando con DMF anidra 
abbondante finchè le acque risultano incolori. Effettuiamo un successivo lavaggio con 
metanolo per togliere la DMF in eccesso. Infine il precipitato viene essiccato sotto vuoto 
ottenendo i nanotubi azide (4) come polvere nera (55 mg). 
 
 IR (KBr) 3425, 2115, 1588 cm-1 
 Analisi elementare (%) : C, 79,10; H, 1,74; N, 4,26 
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4.2.4 Sintesi composto (5) 
 
Schema 32:realizzazione composto 5 
 
Si mettono in un mortaio la p-nitrobenzaldeide (756 mg, 5 mmol) ed il 2,4-dimetilpirrolo 
(952 mg, 10 mmol) e si omogeneizza il tutto con un pestello. A questo punto vengono 
aggiunte 15 gocce di acido trifluoroacetico (TFA) e la mistura viene ancora omogeneizzata 
per 30 secondi. Successivamente al mortaio vengono aggiunti 4 mL di DCM ed 
immediatamente il p-Cloranile (1850 mg, 7,5 mmol). Si continua a pestellare per un minuto 
omogeneizzando il più possibile la mistura ed aggiungendo DCM dove si notasse un 
addensamento della stessa. Si raccoglie il tutto con 200 mL di DCM e si trasferisce in un 
imbuto separatore. Si eseguono quindi lavaggi con una soluzione satura di Na2CO3 (3x200 
mL) e con brine (2x200 mL). La fase organica viene anidrificata su Na2SO4, filtrata su cotone e 
seccata al rotavapor ottenendo un solido di colore ambrato. (1625 mg) 
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 1H NMR (CDCl3) δ 8.31 (d, J =8.5 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.5Hz, 2H), 5.91 (s, 2H), 2.35 (s, 6H), 1.29 (s, 6H). 
 
Figura 54: Spettro 
1
H-NMR del composto 5 
 
4.2.5 Sintesi composto (6) 
 
Schema 33: realizzazione composto 6 
 
Per questo passaggio è necessario distillare preventivamente il fluoruro di boro (BF3), 
mettiamo quindi in un pallone 10 mL di BF3 e si distilla sotto vuoto. Scartiamo la prima 
frazione che distilla a 41-53°C e teniamo la seconda frazione che distilla a 53-61 °C. Il 
composto 5 (816,5 mg, 2,5 mmol) viene messo in un pallone sotto atmosfera inerte, a 
questo punto si aggiungono la Trietilammina (TEA) anidra distillata (1.2 mL, 8.6 mmol) ed il 
BF3 distillato (1.2 mL, 9.7 mmol) g.a.g. L’aggiunta di quest’ultimo reagente sviluppa vapori e 
scalda la soluzione, mettiamo quindi il pallone in un bagno di ghiaccio per tutta la durata 
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dell’aggiunta. Si lascia sotto agitazione 12 h sempre sotto atmosfera inerte. La soluzione 
viene diluita con 150 mL di DCM e la fase organica viene lavata con Na2CO3 (3x100 mL) e con 
brine (3x100 mL). La fase organica viene anidrificata con Na2SO4, filtrata su cotone ed il 
solvente viene evaporato. Il grezzo di reazione viene purificato tramite cromatografia flash 
su gel di silice (Rf = 0.56) utilizzando come eluente una miscela di DCM/ETP in rapporto 1:1. 
Da spettro 1H-NMR si nota come il prodotto sia molto sporco di sali. A tal proposito 
sciogliamo il nostro prodotto in 200 mL di AcOEt, trasferiamo il tutto in imbuto separatore 
ed effettuiamo lavaggi con brine (4x50 mL). La fase organica viene anidrificata nuovamente 
su Na2SO4 e filtrata su cotone. Il solvente viene evaporato e otteniamo il composto 6 come 
un solido arancione (323.4mg, resa 35%). 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 8,39 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,02 (s, 2H), 2,56 (s, 6H), 1,36 (s, 6H). 
 
Figura 55: Spettro 
1
H-NMR del composto 6 
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4.2.6 Sintesi composto (7) 
 
Figura 56: realizzazione composto 7 
 
Il composto 6 (100 mg, 0.27 mmol) viene messo in un pallone insieme a polvere di ferro (250 
mg, 4.48 mmol), ed il tutto viene messo sotto atmosfera inerte. A questo punto si 
aggiungono 4.1 mL di MeOH, 1.6 mL di una soluzione 0.5 M di HCl in MeOH e si porta la 
soluzione a riflusso a 70 °C per 2 minuti. Successivamente si aggiunge 1.6 mL di acqua mQ e 
si porta a riflusso per 2 h. A fine reazione diluisco il contenuto del pallone con 60 mL di DCM 
e filtro su cotone per allontanare la polvere di ferro. La fase organica viene lavata con 
Na2CO3 (3x40 mL) e successivamente con brine (3x50 mL). Viene anidrificata con Na2SO4, 
filtrata su cotone ed il solvente evaporato al rotavapor ottenendo il composto 7 come un 
solido arancione (97 mg resa = 99%). 
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 1H NMR (CDCl3) δ 7,01 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,97 (s, 2H), 3,83 (s, 2H), 2,54 (s, 6H), 
1,49 (s,6H). 
 
Figura 57: Spettro 1H-NMR del composto 7 
 
 MS calcolata per C19H20BF2N3 : 339,17. Found (ESI): m/z(%) = 338,48 (100)M
- 
 
4.2.7 Sintesi composto (8) 
 
Figura 58: realizzazione composto 8 
 
Si prepara una soluzione 0.2 M del composto 7 in DCM dry (179 mg, 0.53 mmol in 2.73 mL di 
DCM). A questa si aggiunge un soluzione 0.3 M di N,N′-dicicloesilcarbodiimmide (DCC) in 
DCM (168.8 mg, 0.82 mmol in 2.65 mL di DCM) a cui si aggiunge l’acido pentinoico (28.4 mg, 
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0.286 mmol). A questo punto viene aggiunta una quantità catalitica di 4-
dimetilamminopiridina (DMAP) (6.5 mg, 0.053 mmol) si aggiunge DCM fino ad arrivare a 9.7 
mL e si mette ad agitare sotto azoto per 24 h a temperatura ambiente. Dal confronto delle 
TLC vediamo che trascorso questo lasso di tempo è ancora presente il composto di partenza, 
decidiamo quindi di aggiungere acido pentinoico all’ambiente di reazione (10.40 mg, 0.1 
mmol) e si lascia sotto agitazione per altre 2 h. Si recupera il contenuto del pallone con 40 
mL di DCM, si trasferisce in imbuto separatore e vengono effettuati dei lavaggi con acqua 
mQ (2x50 mL), HCl 0.5M (3x50 mL), una soluzione satura di NaHCO3 (2x40 mL), brine (3x50 
mL). La fase organica viene anidrificata con Na2SO4, filtrata su cotone e seccata al rotavapor. 
Il grezzo viene purificato su colonna cromatografica in gel di silice (Rf = 0.66) utilizzando 
come eluente una miscela di DCM/AcOEt in rapporto 10:1, ottenendo il composto 8 puro 
(139.7 mg resa = 63%) 
 
 Coefficiente di assorbività molare in DMF ε = 3,92∙103 L/(mol∙cm) 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 7,68 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,51 (s, 1H), 7,24 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 5,97 (s, 2H), 2,64 (s, 4H), 
2,54 (s, 6H), 2,10 (s, 1H), 1,42 (s, 6H). 
 
Figura 59: Spettro 1H-NMR del composto 8 
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4.2.8 Realizzazione composto (9), coupling tra nanotubi-azide e Bodipy alchino 
 
Schema 34: realizzazione composto 9 
 
I nanotubi di carbonio che presentano la funzionalizzazione azide (4) (20 mg) vengono messi 
in un pallone. Essendo sicuri di lavorare costantemente sotto atmosfera inerte si aggiungono 
nell’ordine bodipy alchino (8) (15.9 mg, 0.038 mmol), P(OEt)3CuI (3.39 mg, 0.0095 mmol) e 7 
mL di DMF anidra precedentemente degasata per 20’ con N2 di linea. A questo punto il 
contenuto del pallone viene sonicato per 5’ e viene infine aggiunta la DIPEA (19.2 µL, 0.11 
mmol). Si sonica ancora il contenuto del pallone per 5’ e si mette in bagno ad olio a 60 °C e 
sotto agitazione magnetica per 48 h. Al termine della reazione il contenuto del pallone viene 
recuperato con DMF e filtrato su filtri SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). I 
nanotubi vengono lavati nell’ordine con DMF (4x8 mL) , isopropil etere (4x8 mL), MeOH (4x8 
mL) finchè il colore delle acque di lavaggio non risulta limpido. Infine facciamo un ultimo 
lavaggio con acetone e mettiamo il contenuto del filtro in un portacampione ed 
allontaniamo il solvente residuo con l’ausilio della pompa ad olio ottenendo i nanotubi-
bodipy (9) come un solido nero (20.3 mg).  
 
 Analisi icp B = 8,246 mg/g 
 Analisi elementare (%): N, 4,37 
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4.2.9 Realizzazione composto (31), coupling tra nanotubi azide e biotina alchino 
 
Schema 35: realizzazione composto 31 
 
In un pallone da 5 mL si aggiungono nell’ordine e sotto atmosfera inerte i nanotubi 
funzionalizzati azide (4) (10 mg) , la biotina alchino (10), (4.78 mg, 0.017 mmol), P(OEt)3CuI 
(1.53 mg, 0.0043 mmol), 3.5 mL di DMF anidra degasata, si sonica il contenuto del pallone 
per 5’ e successivamente si aggiunge DIPEA (8.63 µL, 0.0493 mmol) e si mette sotto 
agitazione per 48 h sotto azoto ad una temperatura di 60 °C. Al termine della reazione si 
riprende la soluzione con DMF e si filtra il tutto su filtri SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm 
da 25 mm). I nanotubi vengono lavati nell’ordine con DMF (4x8 mL), H2O mQ (4x8 mL), 
MeOH (4x8 mL). Infine facciamo un ultimo lavaggio con acetone e mettiamo il contenuto del 
filtro in un portacampione ed allontaniamo il solvente residuo con l’ausilio della pompa ad 
olio ottenendo i nanotubi funzionalizzati biotina (31) come un solido nero (11 mg). 
 
 Analisi icp S = 5.925 mg/g 
 Analisi elementare (%): N, 4,26 
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4.2.10  Realizzazione composto (11), coupling tra nanotubi azide, Bodipy 
alchino e biotina alchino  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I nanotubi funzionalizzati azide (4) (20 mg) vengono messi in un pallone. Essendo sicuri di 
lavorare costantemente sotto atmosfera inerte si aggiungono nell’ordine bodipy-alchino (8) 
(7.97 mg, 0.019 mmol), biotina-alchino (10) (5.34 mg, 0.019 mmol), P(OEt)3CuI (3.39 mg, 
0.0095 mmol) e 7 mL di DMF anidra precedentemente degasata per 20’ con N2 di linea. A 
questo punto il contenuto del pallone viene sonicato per 5’ e viene infine aggiunta la DIPEA 
(19.2 µL, 0.11 mmol). Si sonica ancora il contenuto del pallone per 5’ e si mette in bagno ad 
olio a 60 °C e sotto agitazione magnetica per 48 h. Al termine della reazione il contenuto del 
pallone viene recuperato con DMF e filtrato su filtri SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 
Schema 36: realizzazione composto 11 
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25mm). I nanotubi vengono lavati nell’ordine con DMF (4x8 mL) , isopropil etere (4x8 mL), 
H2O (4x8 mL), MeOH (4x8 mL) finchè il colore delle acque di lavaggio non risulta limpido. 
Infine facciamo un ultimo lavaggio con acetone e mettiamo il contenuto del filtro in un 
portacampione ed allontaniamo il solvente residuo con l’ausilio della pompa ad olio 
ottenendo il composto (11) come un solido nero (21.8 mg).  
 
 Analisi ICP B = 6.298 mg/g;  
 Analisi ICP S = 6.847 mg/g 
 
4.2.11 Attivazione Ox-MWCNT con N-idrossi succinimmide (12) 
15 mg di nanotubi ossidati (2) sono posti in un pallone da 100 ml al quale viene aggiunto 50 
mL di MES. il contenuto del pallone viene sonicato per 10’ e posto sotto agitazione 
magnetica. A questo punto vengono aggiunti nell’ordine EDAC (90 mg, 0,58mmol) ed NHS 
(450 mg , 3,9 mmol). il pallone viene messo sotto agitazione magnetica per 60’. 
 
Schema 37: realizzazione composto 12 
 
La miscela viene quindi filtrata su PTFE idrofilico (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm. Il 
residuo viene lavato ripetutamente con MES, ed infine con acqua mQ (4X15 mL). Il composto 
ottenuto viene seccato con l’ausilio di rotavapor e pompa ad olio e viene isolato come un 
solido nero (16 mg) 
 
 Analisi elementare (%): C 76,91 ; N 0,83; H 1,13  
 IR (KBr): 3425, 1721, 1582,1188 cm-1 
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4.2.12 Attivazione dei CNT con (COCl)2 (13) 
 
Schema 38: realizzazione composto 13 
 
Essendo sicuri di lavorare in condizioni strettamente anidre, i nanotubi ossidati (2) (14.7 mg) 
vengono disciolti in cloruro di ossallile (COCl)2 (4.5 ml) sonicando per 5’. La reazione viene 
condotta ponendo la miscela sotto agitazione magnetica per 24 h a riflusso sempre sotto 
costante flusso di N2. Dalla miscela di reazione mantenendola sotto agitazione viene infine 
distillato via il (COCl)2 in eccesso tramite pompa ad olio munita di una trappola ad azoto 
liquido. Al residuo viene aggiunto toluene anidro e si filtra la miscela su filtri in PTFE 
idrofobici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) mantenedo l’apparato filtrante sempre 
sotto atmosfera di N2, si effettuano lavaggi con toluene anidro senza mai portare a secco la 
dispersione ed effettuiamo gli ultimi due lavaggi con pentano anidro. Il residuo viene 
essiccato sotto vuoto ottenendo il prodotto (13) come polvere nera (11.1 mg) 
 
 IR (KBr): 3400, 1715, 1559, 1188 cm-1 
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4.2.13 Preparazione metformina libera (14) 
 
 
Schema 39: realizzazione composto 14 
 
In un pallone da 25 mL si mettono 496 mg (3 mmol) di metformina cloridrata, 15 mL di EtOH 
e 120 mg di NaOH (3 mmol) e si mette sotto agitazione la miscela per 4 h. Si filtra il tutto su 
filtro di carta lavando bene il filtro con EtOH. Il solvente viene allontanato con l’ausilio di 
rotavapor ottenendo metformina libera come un solido bianco-giallastro (381.5 mg). Il 
saggio dei cloruri, effettuato con AgNO3 0.1 M risulta negativo, perciò la metformina non 
risulta contaminata da NaCl. 
 
4.2.14 Attacco covalente della metformina su nanotubi attivati con NHS (15) 
I 10 mg di nanotubi attivati con NHS (12) vengono messi in un pallone da 10 mL inseme a 
metformina libera (14) (100 mg, 0,78 mmol). Essendo sicuri di lavorare sempre sotto 
ambiente inerte si aggiungono all’interno del pallone 4 mL di DMF anidra e si mette il tutto 
sotto agitazione magnetica per 72 h a 120 °C. 
 
Schema 40: realizzazione composto 15 
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Al termine della reazione il contenuto del pallone viene recuperato e filtrato su filtro 
SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). Il residuo viene lavato con acqua DMF e 
MeOH (3X15 mL). Il commposto viene recuperato con acetone, trasferito in un 
portacampioni e seccato con l’ausilio della pompa ad olio. Si ottiene il composto (15) com un 
solido nero 10 mg 
 
 Analisi elementare (%): C 61,59 ; N 12,37; H 1,43  
 
4.2.15 Attacco covalente della metformina su nanotubi attivati con (COCl)2 (16) 
 
Schema 41: realizzazione composto 16 
 
I nanotubi attivati con gruppi acilici (13) (10 mg) vengono sospesi in 4 mL di DMF anidro e 
sonicati per 10’. Viene aggiunta metformina libera (14) (100 mg, 0,78 mmol) e si mantine la 
miscela costantemente sotto agitazione e sotto flusso di azoto per 40h a 120 °C. Al termine 
della reazione il contenuto del pallone viene recuperato e filtrato su filtro SARTORIUS in 
Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). Il residuo viene lavato con acqua DMF e MeOH (3X15 
mL). Il commposto viene recuperato con acetone, trasferito in un portacampioni e seccato 
con l’ausilio della pompa ad olio. Si ottiene il composto (16) com un solido nero 10 mg 
 
 Analisi elementare (%): 68.50 ; N 8.20 ; H 1.59 
 
 
 
 
114 
 
4.2.16  Funzionalizzazione dei Ox-MWCNTs e pristine-MWCNT con metformina 
In un pallone si mettono 10 mg di Ox-MWCNTs (2)vengono aggiunti 52 mg di metformina 
(0.40 mmol) ed assicurandosi di lavorare sempre sotto atmosfera inerte si aggiunge DMF 
anidra. Il composto viene sonicato per 5 minuti e posto sotto agitazione magnetica per 72 h 
ad una temperatura di 120°. La stessa procedura viene ripetuta in maniera identica per i 
nanotubi pristine (1). Trascorse le 72 h le due sospensioni vengono separate tramite 
filtrazione su filtri in PTFE idrofilici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) lavando il 
contenuto del filtro abbondantemente con acqua mQ (3x10 mL) ed infine con abbondante 
MeOH (3 x 10) in maniera da togliere la metformina non reagita in eccesso. 
 
 Analisi elementare nanotubi pristine dopo la reazione (%): N, 1,58 
 Analisi elementare nanotubi ossidati (%): N, 4,01 
 
4.2.17  Salificazione nanotubi ossidati con metformina (17) 
 
 
Schema 42: realizzazione composto 17 
 
I nanotubi di carbonio ossidati (2) (15 mg) vengono sospesi in acetone (3mL) sonicati e messi 
per 5’ sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente. La metformina libera, viene 
disciolta in acetone, sonicata per 10’ e poi aggiunta alla soluzione di nanotubi g.a.g 
mantenendo la soluzione sempre sotto costante agitazione. A questo punto la miscela viene 
sonicata per 5’ e messa sotto agitazione per 2h a temperatura ambiente. I nanotubi vengono 
lavati su filtri in PTFE idrofilici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) con isopropanolo ed 
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acetone (3x15mL). Il composto ottenuto viene essiccato al rotavapor, ottenendo il composto 
(17) come un solido nero (14 mg) 
 
 Analisi elementare (%): N, 15,58 
 
  
4.2.18 Salificazione nanotubi funzionalizzati Bodipy con metformina (32) 
 
 
Schema 43: realizzazione composto 32 
 
In un pallone contenente nanotubi funzionalizzati con bodipy (9) (5 mg) si aggiunge 1.7 mL di 
acetone e sonichiamo la miscela per 5’. Prepariamo a parte una soluzione di metformina (14) 
(30 mg, 0.23 mmol) in 4 mL di acetone aiutando la solubilizzazione mediante ultrasuoni. La 
soluzione di metformina viene aggiunta goccia a goccia alla soluzione di nanotubi sotto 
agitazione magnetica. A questo punto si sonica la miscela per 5’ e si lascia sotto agitazione 
per 2 h a temperatura ambiente. La miscela viene ripresa con acetone e filtrato su filtri 
SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). I nanotubi vengono lavati ripetutamente 
con isopropanolo (3x30 mL) e con acetone (2x8 mL) 
 
 Analisi elementare (%): N, 8,32 
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4.2.19 Salificazione nanotubi funzionalizzati biotina con metformina (33)  
 
 
Schema 44: realizzazione composto 33 
 
Ad un pallone da 10 mL si aggiungono (15 mg) di nanotubi funzionalizzati con biotina (31) i 
quali vengono sospesi in acetone (3mL) sonicati e messi per 5’ sotto agitazione magnetica a 
temperatura ambiente. La metformina libera, viene disciolta in acetone, sonicata per 10’ e 
poi aggiunta alla soluzione di nanotubi g.a.g mantenendo la soluzione sempre sotto costante 
agitazione. A questo punto la miscela viene sonicata per 5’ e messa sotto agitazione per 2h a 
temperatura ambiente. I nanotubi vengono lavati su filtri in PTFE idrofilici (Wathmann, pore 
size 0.2 µm da 25 mm) con isopropanolo ed acetone (3x15mL). Il composto ottenuto viene 
essiccato al rotavapor, ottenendo il composto (17) come un solido nero (14 mg) 
 
 Analisi elementare nanotubi ossidati (%): N, 7,46 
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4.2.20 Attivazione di nanotubi funzionalizzati biotina con cloruro di ossallile (34) 
 
Schema 45: realizzazione composto 34 
 
In un palloncino si mettono 11 mg di nanotubi funzionalizzati con biotina, si flussa N2 
all’interno del pallone e si aggiunge (COCl)2 (3.3mL, 40 mmol), mettiamo il tutto a sonicare 
per 5’. A questo punto mettiamo sotto agitazione dotando il pallone di un refrigerante a 
bolle e scaldiamo la soluzione a 70° per 24 h. Il (COCl)2 residuo viene allontanato mettendo il 
pallone alla pompa ad olio dotata di trappola con azoto liquido. I nanotubi vengono quindi 
dispersi in 10 mL di toluene e sonicati per 5’ a questo punto si filtrano i nanotubi su filtri in 
PTFE idrofobici (Wathmann, pore size 0.2 µm da 25 mm) lavando con toluene (3x10 mL) fino 
ad ottenimento di acque di lavaggio incolori ed un ultimo lavaggio con 10 mL di pentano. I 
nanotubi vengono seccati con l’ausilio di pompa ad olio ed utilizzati velocemente per lo step 
successivo. 
 
4.2.21 Attacco covalente di metformina su nanotubi funzionalizzati biotina (35) 
 
Schema 46: realizzazione composto 35 
 
Mettiamo il composto (34) (11.6 mg) in un pallone con 3 mL di DMF dry degasata per 20’ con 
N2. Sonichiamo la miscela per 10 minuti e mettiamo il tutto sotto agitazione per 40 h ad una 
temperatura di 80° C. A questo punto aggiungiamo 5 mL di DMF e sonichiamo per 5’. Si 
trasferisce il contenuto del pallone su filtro SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25mm) 
e si lavano i nanotubi con DMF (2x10 mL), MeOH (2x10 mL), H2O mQ (2x10 mL) fino ad 
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ottenimento di acque incolori ed un ultimo lavaggio con acetone (2x10 mL). Si trasferisce il 
contenuto del filtro in un portacampione e si evaporano i solventi residui alla pompa ad olio. 
Si ottengono 8.8 mg del composto P come polvere nera. 
 Analisi elementare (%): C, 72,11; H, 1,76; N, 5,19 
 
 
4.2.22 Sintesi 6-iodo-es-1-ino (19) 
 
Schema 47: realizzazione composto 19 
 
In un pallone da 50 mL si prepara una soluzione di trifenil fosfina (PPh3) (1933 mg, 7.37 
mmol) in 20 mL di DCM sotto atmosfera inerte. Si aggiungono successivamente in rapida 
successione, imidazolo (502 mg, 7.37mmol), I2 (1871mg, 7.37 mmol) e si lascia mette sotto 
agitazione la solzione per 15’. A questo punto si aggiunge l’esinolo (530 µL, 4.91 mmol) in 7 
mL di DCM e si mette la soluzione sotto agitazione per 3 h a temperatura ambiente fino a 
completamento. La soluzione a questo punto viene diluita con 100 mL di una soluzione 
satura di Na2S2O3. La fase acquosa viene lavata con una soluzione 1:1 di ETP/AcOEt (3x20 
mL). Le fasi organiche vengono riunite e anidrificate con Na2SO4, filtrate su cotone ed il 
solvente viene evaporato al rotavapor. Il grezzo della reazione viene purificato su colonna 
cromatografica flash su gel di silice (Rf = 0.4) utilizzando come eluente una miscela 
esano/DCM in rapporto 40 : 1 ottenendo il composto J come un olio incolore (568 mg, 2.73 
mmol, resa = 55%). 
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 1H NMR (CDCl3) δ 3.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.23 (td, J = 6.9, 2.6 Hz, 2H), 2.06 – 1.85 (m, 3H), 1.74 – 1.52 
(m, 2H). 
 
Figura 60: Spettro 1H-NMR del composto 19 
 
 
4.2.23 Sintesi composto (20) 
 
Schema 48: realizzazione composto 20 
 
Si aggiunge in un pallone a due colli tenuto sotto flusso di azoto l’ NaH (208.8 mg, 1.2 mmol) 
dato che questo è fornito al 60% in peso con olio minerale è necessaria una purificazione 
preventiva. Effettuiamo quindi lavaggi (3x5 mL) con esano per togliere l’olio di paraffina e 
allontanando il surnatante con una pasteur. Si aggiunge 7 mL di THF anidro all’ NaH e si 
mette sotto agitazione per 5’ in un bagno di ghiaccio a 0°. Viene aggiunto g.a.g l’esinolo 
(457.34 mg, 4.66 mmol) e si lascia ad agitare la soluzione per 1 h togliendo il bagno di 
ghiaccio. A questo punto si aggiunge lo iodoalchino (882 mg, 4.24 mmol) g.a.g preparato 
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precedentemente. Si mette tutto sotto agitazione per 20h. La soluzione viene diluita con 10 
mL di DET e lavata con una soluzione di NH4Cl satura (3x1 mL). La soluzione acquosa viene 
estratta con DET (2x2 mL). Le fasi organiche vengono riunite e lavate con NaHCO3  (3x1 mL) e 
con brine (3x1 mL). la fase organica viene anidrificata con Na2SO4, filtrata su cotone ed il 
solvente allontanato mediante rotavapor. Il grezzo viene purificato tramite colonna 
cromatografica flash su gel di silice (Rf = 0.62) usando come eluente una miscela ETP/AcOEt 
in rapporto 20 : 1 ottenendo il composto k come un olio giallino (113 mg, 0.63 mmol resa = 
15%) 
 
 1H NMR (CDCl3) δ 3.42 (t, J = 6.1 Hz, 4H), 2.22 (td, J = 6.8, 2.6 Hz, 4H), 1.95 (t, J = 2.6 Hz, 2H), 1.81 – 
1.49 (m, 8H). 
 
Figura 61: Spettro 1H-NMR del composto 20 
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4.2.24 Sintesi composto (21) 
 
Schema 49: realizzazione composto 21 
 
Si scioglie il composto K (260 mg, 1.46 mmol) in 7 mL di THF anidro e portiamo la soluzione a 
-78 °C tenendo sempre il tutto sotto azoto agitando la soluzione per 10’. A questo punto si 
aggiunge 1,46 mL di una soluzione di LiHMDSA 1M in esano al pallone di reazione e si agita 
per 45’ mantenendo la temperatura a -78 °C. A questo punto si aggiunge TIPSCl (337.4 mg, 
1.75 mmol) pesandolo precedentemente in un portacampioni ed aggiungendolo al pallone di 
reazione. Lasciamo la soluzione ad agitare per 2h. La soluzione viene diluita con 2 mL di 
NH4Cl e la fase acquosa viene lavata con DET (2x7 mL), la fase organica viene anidrificata con 
Na2SO4, filtrata su cotone ed il solvente viene evaporato al rotavapor ottenendo un olio 
arancione. Da esperienze precedentiabbiamo notato come questo composto decompone in 
colonna decidiamo quindi di utilizzarlo come tale nella reazione successiva. 
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 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3.43 (t, J = 6.2 Hz, 4H), 2.27 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.24 – 2.19 (m, 2H), 1.97 – 
1.88 (m, 1H), 1.74 – 1.64 (m, 4H), 1.64 – 1.55 (m, 4H), 1.10 – 1.02 (m, 21H). 
 
Figura 62: Spettro 1H-NMR del composto 21 
 
 13C NMR ( CDCl3) δ 108,85, 84,35, 80,26, 70,21, 68,30, 28,75, 25,59, 25,23, 19,63, 18,60, 18,21, 17,67, 
12,26, 11,27. 
 
Figura 63: Spettro 
13
C-NMR del composto 21 
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4.2.25 Sintesi composto (22) 
 
Schema 50: realizzazione composto 22 
 
Viene distillato preventivamente acetone anidro su CaSO4 per ottenerlo anidro. 
Successivamente si dissolve il composto (525 mg, 1.57 mmol) in 10.7 mL di acetone. 
Vengono aggiunti successivamente nell’ordine, NBS (370 mg, 2.04 mmol) e AgNO3 (80 mg, 
0.47 mmol) e si mette la soluzione ad agitare per 20 h. La soluzione viene diluita con 10 mL 
di H2O mQ a 0 °C e la fase acquosa viene lavata con DET (3x10 mL). La fase organica viene 
rilavata con H2O mQ (3x10 mL) e con brine (1x10 mL). La fase eterea presenta una 
colorazione grigia e si nota la presenza di un corpo di fondo. Decido quindi di filtrare su celite 
con pompa a vuoto, ottenendo così una soluzione limpida. Questa soluzione viene 
anidrificata con Na2SO4, filtrata su cotone ed il solvente viene evaporato tramite rotavapor 
ottenendo il composto M com un liquido incolore (462 mg, 1.12 mmol). Da esperienze 
precedenti abbiamo notato come questo composto decompone in colonna decidiamo quindi 
di utilizzarlo come tale nella reazione successiva. 
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 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3.41 (dd, J = 11.4, 6.2 Hz, 4H), 2.30 – 2.18 (m, 4H), 1.78 – 1.52 (m, 8H), 
1.10 – 0.95 (m, 21H). 
 
Figura 64: Spettro 1H-NMR del composto 22 
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4.2.26 Sintesi composto (23) 
 
Schema 51: realizzazione composto 23 
 
Si recupera il composto M (462 mg, 1.12 mmol) dal pallone con 56 mL di una miscela di 
H2O/MeOH in rapporto 1:1. Così facendo si ottiene una soluzione bianca opaca dove è 
presente una seconda fase di colore rosa/arancione. A questo punto si aggiungono MgSO4 
(272 mg, 2.26 mmol) e NaHCO3 (48 mg, 0.57 mmol) e si mette tutto sotto agitazione e si 
aggiungono 98.2 mL di MeOH. Mettiamo la soluzione in bagno di ghiaccio ed aggiungiamo 
lentamente KMnO4 (357 mg, 2.26 mmol) e lasciamo sotto agitazione per 90’. A questo punto 
filtriamo la soluzione su cotone fino ad ottenere una soluzione limpida. La fase acquosa 
viene lavata con AcOEt (2x100 mL) e con brine (4x20 mL). La fase organica viene anidrificata 
su Na2SO4 ed il solvente viene evaporato tramite rotavapor ottenendo il composto N 
(340mg, 0.86 mmol). 
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 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3.86 (s, 3H), 3.48 – 3.35 (m, 4H), 2.88 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.35 – 2.19 (m, 
2H), 1.80 – 1.47 (m, 8H), 1.09 – 1.02 (m, 21H). 
 
Figura 65: Spettro 1H-NMR del composto 23 
 
4.2.27 Sintesi composto (25) 
 
 
Schema 52: realizzazione composto 25 
 
Il composto N (150mg, 0.38 mmol) viene aggiunto ad un pallone nel quale si mettono 12.5 
mL di una miscela 1:1 H2O/THF. Una volta solubilizzato il coposto, viene aggiunto LiOHxH2O 
(23.91 mg, 0.57 mmol) e si lascia sotto agitazione per 30’. A questo punto si evapora il THF 
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tramite rotavapor e la fase acquosa rimanente viene trasferita in un imbuto separatore e 
lavata con esano (3x20 mL). la fase acquosa viene liofilizzata mettendo il pallone in N2 liquido 
ed sottoponendola a condizioni di alto vuoto per 24 h. Dalla fase acquosa si ottiene il 
prodotto O grezzo (108 mg) caratterizzato tramite  
A questo punto il composto O (42 mg, 0.11 mmol) vengono solubilizzati con 10 mL di acqua 
mQ. La miscela viene scaldata a 40 °C e a questa soluzione viene aggiunto HCl 1N g.a.g fino al 
raggiungimento di un valore di pH = 2 misurabile con la cartina al tornasole. A questo punto 
trasferisco il contenuto in un imbuto separatore e vengono effettuate estrazioni con DET 
(3x15 mL) finchè la soluzione acquosa passa da un colore bianco lattiginoso ad incolore. 
Raccolgo le fasi organiche che verranno successivamente, lavate con brine (2x25 mL), 
anidrificate con Na2SO4, filtrate su cotone e concentrate al rotavapor.  
 
 1H NMR ( CDCl3) δ 3.56 – 3.31 (m, 6H), 2.27 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.82 – 1.47 (m, 8H), 1.14 – 0.91 (m, 21H). 
 
Figura 66: Spettro 1H-NMR del composto 25 
 
 MS calc. per C21H38O4Si : 382,61. Found (ESI): m/z (%) =381,51 (100) M
- 
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4.2.28 Sintesi composto (27) 
 
Schema 53: realizzazione composto 27 
 
In un pallone sotto atmosfera inerte si mette il composto 26 (176 mg, 1.44 mmol) , si 
aggiungono 3.3 mL di DMF anidra e si mette il tutto sotto agitazione. Una volta che tutta 
l’aldeide si è solubilizzata si aggiunge K2CO3 (398 mg, 2.88 mmol), si aggiunge il composto 19 
(200 mg, 0.96 mmol) e si mette il tutto sotto agitazione per 12 h. La soluzione viene diluita 
con 5 mL di H2O mQ. Si estrae questa fase con AcOEt (4x20 mL), la fase organica viene 
raccolta, lavata con brine (3x10 mL), anidrificata con Na2SO4 e filtrata su cotone. Il grezzo 
viene purificato su colonna cromatografica in gel di silice utilizzando come eluente una 
miscela di Esano/AcOEt in rapporto 4:1 ottenendo il prodotto 27 (Rf = 0.5) come un solido 
bianco (149 mg resa = 76.8%). 
 1H NMR (CDCl3) δ 9.88 (s, 1H), 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.08 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 
2.29 (td, J = 6.8, 2.6 Hz, 2H), 2.08 – 1.85 (m, 3H), 1.83 – 1.64 (m, 2H). 
 
Figura 67: Spettro 1H-NMR del composto 27 
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4.2.29 Sintesi composto (29) 
 
Schema 54: realizzazione composto 29 
 
Ad un pallone contenente il composto 27 (70 mg, 0.35 mmol) si aggiunge una soluzione di 
acido cianoacetico (30 mg, 0.35 mmol) in 1.1 mL di etanolo, e successivamente la pirrolidina 
(58 µL, 0.7 mmol). Si mette tutto sotto agitazione per 1 h. Si diluisce il grezzo con 10 mL di 
AcOEt e si effettuano dell estrazioni con HCl 0.1 M (3x7 mL), e brine (3x7 mL). La fase 
organica viene anidrificata con Na2SO4, filtrata e seccata al rotavapor. Il grezzo viene 
purificato su colonna cromatografica in gel di silice utilizzando come eluente AcOEt/MeOH in 
rapporto 10 : 1 ottenendo il prodotto 29 (Rf= 0.4) come un solido giallo (57 mg resa= 60%) 
 
 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.18 (s, 1H), 8.03 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.14 (t, J = 6.2 
Hz, 2H), 2.85 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 2.28 (td, J = 6.9, 2.5 Hz, 2H), 1.98 – 1.75 (m, 2H), 1.74 – 1.45 (m, 2H). 
 
Figura 68: Spettro 1H-NMR del composto 29 
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 13C NMR (DMSO) δ 164.47, 162.42, 151.85, 133.03, 125.14, 118.21, 115.68, 104.20, 84.74, 71.82, 
67.99, 28.14, 25.06, 17.93. 
 
Figura 69: Spettro 
13
C-NMR del composto 29 
 
 MS calc. per C16H16NO3 : 270.11. Found (ESI): m/z (%) =225.02 (100) 268.78 (93) M
- 
 Analisi elementare calcolata per per C16H16NO3: C, 71.09; H, 5.97; N, 5.18; 
 Analisi elementare sperimentale per C16H16NO3: C, 71.00 ; H, 5.60; N, 4.88;  
 Punto di fusione 135-138 °C 
 IR (KBr) 3266, 2950, 2222, 1698, 1578, 1268, 1176 cm-1 
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4.2.30 Realizzazione composto (30), coupling tra nanotubi-azide (4) e composto (29) 
 
Schema 55: realizzazione composto 30 
 
I nanotubi di carbonio che presentano la funzionalizzazione azide (4) (11 mg) vengono messi 
in un pallone. Essendo sicuri di lavorare costantemente sotto atmosfera inerte si aggiungono 
nell’ordine il composto 29 (5.7 mg, 0.021 mmol), P(OEt)3CuI (1.9 mg, 0.0053 mmol) e 3.5 mL 
di DMF anidra precedentemente degasata per 20’ con N2 di linea. A questo punto il 
contenuto del pallone viene sonicato per 5’ e viene infine aggiunta la DIPEA (10.6 µL, 0.061 
mmol). Si sonica ancora il contenuto del pallone per 5’ e si mette in bagno ad olio a 60 °C e 
sotto agitazione magnetica per 48 h. Al termine della reazione il contenuto del pallone viene 
recuperato con DMF e filtrato su filtri SARTORIUS in Nylon (pore size 0.2 µm da 25 mm). I 
nanotubi vengono lavati nell’ordine con DMF (4x8 mL), MeOH (4x8 mL) finchè il colore delle 
acque di lavaggio non risulta limpido. Infine facciamo un ultimo lavaggio con acetone e 
mettiamo il contenuto del filtro in un portacampione ed allontaniamo il solvente residuo con 
l’ausilio della pompa ad olio ottenendo il composto 30 come un solido nero (11.7 mg).  
 
 IR (KBr) 3223, 2214, 1251, 1172 cm-1 
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5 CONCLUSIONI e SVILUPPI FUTURI  
In questo lavoro di tesi abbiamo sintetizzato un vettore per il trasporto di molecole 
biologicamente attive basato su nanotubi di carbonio ossidati a parete multipla. A questo 
scopo abbiamo decorato i nanotubi con una sonda fluorescente e con una selettore che ne 
favorisse l’internalizzazione in cellule tumorali. La novità rispetto a lavori precedenti risiede 
nella scelta di utilizzare questo vettore per il trasporto di un farmaco antimetabolita 
largamente utilizzato come antidiabetico da molti anni: la metformina. La seconda parte del 
lavoro è stata quindi dedicata allo studio della reattività della metformina nei confronti dei 
nanotubi. L’approccio più semplice, cioè la formazione di sali tra la metformina ed i gruppi 
carbossilici dei nanotubi, ha portato a risultati del tutto inattesi: la presenza della 
metformina impedisce l’internalizzazione dei nanotubi stessi in differenti tipi di cellule 
modello. Questo risultato, anche se originale e con possibili sviluppi cui potersi dedicare, 
risulta però negativo per le nostre applicazioni. La presenza di biotina sui nanotubi sembra 
compensare l’effetto visto precedentemente. Infatti i nanotubi salificati con metformina e 
decorati con biotina mostrano una notevole attività biologica nei confronti delle cellule 
HT29R. 
In seguito ai dati biologici ottenuti, abbiamo quindi deciso di legare in modo covalente la 
metformina ai nanotubi di carbonio, ma ciò ha messo in evidenza alcune difficoltà. La 
reazione avviene esclusivamente ad alte temperature (120°C) e per lunghi tempi di reazione 
(72 h), risultando quindi poco compatibile con eventuali sistemi già funzionalizzati. In 
particolare è risultato evidente come la reazione della metformina con i gruppi carbossilici 
avvenga indipendentemente dalla loro attivazione. Questo porta quindi a supporre che in 
realtà l’attacco nucleofilo da parte della metformina, possa avvenire anche nei confronti di 
altri gruppi funzionali, inseriti sui nanotubi con la reazione di ossidazione: epossidi (con 
relativa apertura), chetoni, sistemi carbonilici α-β-insaturi. Di positivo resta che il materiale 
così ottenuto è risultato biologicamente attivo nei confronti di colture cellulari 
chemioresistenti.  
Parallelamente sono stati sintetizzati due potenziali nuovi selettori per il trasportatore di 
membrana MCT-1. Se la sintesi del composto 25 è risultata avere una bassissima resa, la 
sintesi del composto 29 è risultata invece estremamente diretta ed efficiente. Questo ha 
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consentito di ancorare 29 ai nanotubi di carbonio funzionalizzati. Purtroppo non è stato per 
ora possibile eseguire test biologici per valutare l’efficacia del materiale prodotto. 
Molti gli aspetti ancora da chiarire, sia per quanto riguarda l’osservazione sull’effetto della 
metformina sale nei confronti del processo di internalizzazione cellulare, sia per la 
comprensione della reattività della metformina nei confronti dei nanotubi ossidati. 
Occorrerà infatti approfondire meglio la natura degli addotti che si ottengono. Infine, 
inevitabilmente occorrerà rimodulare il processo sintetico globale, infatti le drastiche 
condizioni di reazione necessarie ad ancorare la metformina, male si conciliano con la 
presenza di altri frammenti molecolari sui nanotubi (sonda fluorescente e selettore). Per 
quanto riguarda i selettori 25 e 29 verranno in futuro eseguiti test biologici appositi per 
verificarne l’efficacia ed ampliare così i possibili usi dei nanotubi di carbonio. 
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